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Zusammenfassung
Krebserkrankungen stellen weltweit eine der ha¨ufigsten Todesursachen dar. Aus
diesem Grund ist die Aufkla¨rung der zugrunde liegenden Mechanismen und Ur-
sachen ein essentielles Ziel der molekularen Onkologie. Die Tumorforschung der
letzten Jahre hat gezeigt, dass die Entstehung solider Karzinome ein Mehrstufen-
Prozess ist, bei dem neben Onkogenen auch Tumorsuppresorgene eine entschei-
dende Rolle spielen. Viele der heute bekannten Gene des WNT-Signalweges wur-
den bereits als Onkogene oder Tumorsuppressorgene charakterisiert. Eine Dere-
gulation des WNT-Signalweges wird daher mit der Entstehung und Progression
vieler humaner Tumorentita¨ten wie beispielsweise auch dem Mammakarzinom,
der weltweit ha¨ufigsten Krebserkrankung der Frau, assoziiert. SFRP1, ein nega-
tiver Regulator der WNT-Signalkaskade, wird in Brusttumoren hauptsa¨chlich
durch den epigenetischen Mechanismus der Promotorhypermethylierung inakti-
viert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Beziehung eines SFRP1-Verlustes zur
molekularen Entstehung humaner Brusttumoren entschlu¨sselt. Zuna¨chst kla¨rte
eine detaillierte, funktionelle Charakterisierung den Einfluss von SFRP1 auf
tumorassoziierte Eigenschaften von Mammakarzinomzellen auf. Voraussetzung
hierfu¨r war die Etablierung von gain-of-function Modellen in jeweils zwei basalen
sowie luminalen Mammakarzinomzelllinien. Fu¨r die basalen BT-20 und MDA-
MB-231 Zelllinien wurde nach der SFRP1-Reexpression eine signifikant vermin-
derte Proliferationsfa¨higkeit und Kolonienbildung sowie eine erho¨hte Adha¨sions-
und Apoptoserate festgestellt. Die luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7
und SK-BR-3 wiesen im Gegensatz dazu nach konstitutiver SFRP1-Expression
keine Unterschiede in den untersuchten tumorassoziierten Eigenschaften vergli-
chen mit SFRP1 defizienten Zellen auf. Interessanterweise konnten durch ei-
ne zusa¨tzliche Transfektion mit WNT1 und daraus resultierender Aktivierung
des kanonischen WNT-Signalweges auch in den beiden luminalen in vitro Tu-
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mormodellen eine signifikant verminderte Kolonienbildung sowie eine erho¨hte
Adha¨sions- und Apoptoserate beobachtet werden. Ein Einfluss von SFRP1 auf
die Migration konnte in keiner der vier untersuchten Mammakarzinomzelllini-
en aufgezeigt werden. Weiterhin konnte durch Hinzugabe von rekombinantem
SFRP1-Protein in das Kulturmedium das Kolonienwachstum in basalen Mam-
makarzinomzelllinien signifikant reduziert werden. Ein in vivo Tumorgenesemo-
dell belegte schließlich, dass SFRP1 exprimierende MDA-MB-231 Mammakar-
zinomzellen nach Implantation in das Brustgewebe weiblicher, immunsuppri-
mierter Nacktma¨use ein signifikant reduziertes Tumorwachstum im Vergleich
zur Kontrollgruppe aufwiesen. Insgesamt wurde somit eine eindeutig tumor-
suppressive Funktion von SFRP1 sowohl in vitro als auch in vivo festgestellt.
Anschließende Microarray Genexpressionsanalysen des basalen BT-20 sowie
des luminalen SK-BR-3 Tumormodells trugen zu einem genaueren Versta¨ndnis
bei, welche Gene und Signalkaskaden der epithelialen Brustzelle durch einen
Verlust von SFRP1 maßgeblich beeinflusst werden. Anhand von Gen-Ontologie
Analysen wurde dabei neben der bereits bekannten Funktion von SFRP1 als ne-
gativer Regulator des WNT-Signalweges eine Assoziation zur BMP- sowie Smoo-
thened -Signalkaskade hergestellt. Zudem konnte eine Vielzahl von Genen iden-
tifiziert werden, die nach SFRP1-Reexpression differenzielle Expressionsmuster
aufwiesen wie beispielsweise BDNF, LY96, MMP1, ST18, BIN1 und RERGL.
Das Gen BDNF ru¨ckte dabei in den Fokus der Untersuchungen als potenzi-
elles Target der SFRP1-vermittelten Signaltransduktion. Eine Ko-Regulation
von SFRP1 und BNDF konnte sowohl in den luminalen SK-BR-3 als auch
den basalen BT-20-Zellen gezeigt werden. Eine Untersuchung der mRNA- sowie
der Proteinexpression in prima¨ren Mammakarzinomen besta¨tigte eine positive
Korrelation der SFRP1- und BDNF-Expression. Weiterhin zeigten Patientinnen
mit einer hohen SFRP1- und BDNF-Expression ein signifikant verla¨ngertes Ge-
samtu¨berleben. Eine BDNF-U¨berexpression in humanen Mammakarzinomzellen
resultierte in einer verringerten Proliferationsrate. Weitere Vera¨nderungen der
tumorassoziierten Eigenschaften nach einer BDNF-Reexpression wurden nicht
beobachtet.
In dieser Arbeit ist es gelungen, die Funktion von SFRP1 als Tumorsup-
pressor mittels unterschiedlichster funktioneller Untersuchungen herauszustellen
sowie zellula¨re Signalwege und Gene zu identifizieren, die durch einen SFRP1-
Verlust beeinflusst werden.
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Cancer represents a leading cause of death worldwide. The elucidation of the
underlying mechanisms and causes therefore is an essential goal of molecular
oncology research. Tumor research during the past few years has shown that the
formation of solid cancers is a multistep process in which not only oncogenes but
also tumor suppressor genes play a crucial role. Many of the currently known
genes of the WNT signaling pathway have been characterized as oncogenes or
tumor suppressor genes. Thus, a deregulation of the WNT signaling pathway
leads to the development and progression of cancer in many human tumor types
such as breast cancer, the world’s most common cancer in women. SFRP1, a
negative regulator of the WNT signaling pathway, is inactivated in breast tumors
mainly due to the epigenetic mechanism of promoter hypermethylation.
In this study the relationship between a loss of SFRP1 and the molecular
pathogenesis of human breast cancer was deciphered. First, a detailed functional
characterization clarified the influence of SFRP1 on tumor-associated proper-
ties of breast cancer cells. This required the establishment of gain-of-function
models each in two basal and luminal breast cancer cell lines. In the basal-
like cell lines BT-20 and MDA-MB-231 a significantly reduced proliferation rate
and colony formation capability were detectable. Furthermore an increased ad-
hesion and apoptosis rate were determined after SFRP1-reexpression. By con-
trast, the luminal-like breast cancer cell lines MCF7 and SK-BR-3 exhibited
no differences in the examined tumor-associated properties after constitutive
SFRP1-expression compared with SFRP1-deficient cells. Interestingly, an ad-
ditional transfection with WNT1 and the resulting activation of the canonical
WNT signaling pathway led to a significantly decreased colony formation capa-
bility and increased adhesion and apoptosis rates in both luminal-like in vitro
tumor models. An effect of SFRP1 on the migration behavior could not be de-
tected in any of the four breast cancer cell lines. Furthermore, the colony growth
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of basal-like breast cancer cell lines was significantly reduced by the addition
of recombinant SFRP1 protein into the culture medium. Finally, an in vivo
tumorigenesis model documented that SFRP1-expressing MDA-MB-231 breast
cancer cells showed a significantly reduced tumor growth after implantation in
the breast tissue of female, immunocompromised nude mice in comparison to
the control group. Overall, a tight tumor suppressive function of SFRP1 was
observed for both in vitro and in vivo models.
Subsequently, a microarray based gene expression analysis of the basal-like
BT-20 and the luminal-like SK-BR-3 tumor models contributed to a more pre-
cise understanding which genes and signaling pathways of the mammary epi-
thelial cells are significantly affected by the loss of SFRP1-expression. Using
gene ontology analysis an association to BMP and Smoothened signaling cas-
cades was identified in addition to the already known function of SFRP1 as a
negative regulator of the WNT signaling pathway. Additionally, a multiplicity
of genes has been identified, which showed differential expression patterns after
SFRP1-reexpression such as BDNF, LY96, MMP1, ST18, BIN1 and RERGL.
The BDNF gene was brought into the focus of this investigation as a potential
target of the SFRP1-mediated signal transduction. A co-regulation of SFRP1
and BDNF could be identified as well within the the luminal-like SK-BR-3 as the
basal-like BT-20 cells. Studying mRNA as well as protein expression in primary
breast carcinomas a positive correlation of SFRP1 and BDNF-expression could
be confirmed. Furthermore, patients with high SFRP1- and BDNF-expression
showed a significantly extended overall survival. BDNF-overexpression in hu-
man breast cancer cells resulted in a decreased proliferation rate. However, a
change of other tumor-associated characteristics could not be observed after
BDNF-reexpression.
In this work the function of SFRP1 as a tumor suppressor was successfully
highlighted on basis of different functional tests. Furthermore, cellular pathways
and genes were identified that are affected by a loss of SFRP1-expression.
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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Das humane Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie
Brustkrebs ist weltweit die ha¨ufigste Krebserkrankung bei Frauen. 7% aller Frau-
en entwickeln bis zu ihrem 70. Lebensjahr ein Mammakarzinom und ein Drittel
dieser Frauen verstirbt in Folge der Erkrankung [1]. Scha¨tzungen der Internatio-
nal Agency for Research on Cancer (IARC) der WHO zufolge erkrankten alleine
im Jahr 2008 weltweit rund 1,4 Millionen Frauen an Brustkrebs und ca. 450.000
dieser Frauen verstarben als Folge ihrer Erkrankung. Auch in Europa stellte
das Mammakarzinom im Jahr 2012 die ha¨ufigste Tumorerkrankung bei Frauen
dar [2]. Abbildung 1.1 zeigt die Inzidenz unterschiedlicher Tumorerkrankungen
bei Frauen und Ma¨nnern in Deutschland im Jahr 2008 in Bezug auf alle Krebs-
neuerkrankungen dieses Jahres. Mit einem Anteil von 32,1% fu¨hrte Brustkrebs
auf Deutschland bezogen ebenfalls die Liste der Krebserkrankung bei Frauen
an. Im Gegensatz dazu war bei den Ma¨nnern die Prostata am ha¨ufigsten von
Krebs betroffen (25,7%). Bei beiden Geschlechtern folgten an zweiter und dritter
Stelle aller Krebsneuerkrankungen Darm- (13,5% bzw. 14,3%) und Lungenkrebs
(7,0% bzw. 13,8%). In Bezug auf die Sterblichkeit als Folge von Krebserkrankun-
gen zeigte sich in Deutschland im Jahr 2008 ein a¨hnliches Bild. Mit ca. 17.200
(17,3%) Sterbefa¨llen stellte Brustkrebs bei Frauen die ha¨ufigste Krebstodesur-
sache dar [3].
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Abbildung 1.1: Prozentualer Anteil der ha¨ufigsten Tumorlokalisationen in
Deutschland im Jahr 2008 (ohne nicht melanotischen Hautkrebs)(Quelle: [3]).
In Deutschland erkrankten im Jahr 2008 doppelt so viele Frauen (ca. 72.000)
an Brustkrebs wie noch im Jahr 1980 (Abbildung 1.2), wobei die Prognose fu¨r
die na¨chsten Jahre ansteigend ist [3]. Ab 2005 kam es zu einem deutlichen An-
stieg der Erkrankungsraten. Vor allem die Erkrankungsraten fu¨r T1-Tumoren
wiesen einen deutlicher Anstieg auf [4]. Außerdem zeigte sich an der Entwick-
lung altersspezifischer Inzidenzraten, dass diese ab 2005 in den Gruppen der
50-59 und 60-69 Jahre alten Frauen rapide anstiegen (um 16% bzw. 31%). Dies
kann durch die fla¨chendeckende Einfu¨hrung des Mammographie-Screenings fu¨r
Frauen ab 50 Jahren erkla¨rt werden [4]. Die 5-Jahres-U¨berlebensrate liegt der-
zeit bei 78% [3], was sowohl auf die Fru¨herkennungsprogramme als auch auf
verbesserte Therapieoptionen zuru¨ckzufu¨hren ist.
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Abbildung 1.2: Absolute Zahl der ja¨hrlichen Neuerkrankungs- und Sterbefa¨lle
von Brustkrebspatientinnen in Deutschland von 1980-2008 (vera¨ndert nach: [5]).
Auf Basis der aktuellen Zahlen erkrankt eine von acht Frauen im Laufe ihres
Lebens an Brustkrebs. Dabei ist jede vierte betroffene Patientin bei der Diagno-
sestellung ju¨nger als 55 Jahre und jede zehnte noch keine 45 Jahre alt. Das mitt-
lere Erkrankungsalter fu¨r Brustkrebs liegt bei 65 Jahren [6]. Im Vergleich dazu
haben andere Krebserkrankungen ein mittleres Erkrankungsalter von 69 Jahren.
Durch Verfahren zur Fru¨herkennung von Brustkrebs wie z.B. fla¨chendeckende
Mammographie-Screening-Programme, das Einrichten von Brustzentren, einen
fru¨hzeitigen Therapiebeginn noch vor Metastasierung des Tumors und persona-
lisierte Medizin soll die Mortalita¨tsrate der Brustkrebspatientinnen verringert
und die Lebensqualita¨t erho¨ht werden.
1.1.2 Anatomie der weiblichen Brust
Die weibliche Brust (Mamma), die dem Brustmuskel (M. pectoralis major) auf-
liegt, besteht aus epithelialen Dru¨senstrukturen, Bindegewebe sowie einem va-
riablen Fettgewebsanteil und ist von Blut- und Lymphgefa¨ßen durchzogen. Bei
der Entstehung der Brust wachsen kleine Epithelzapfen der Epidermis in das
umgebende Bindegewebe ein. Abbildung 1.3 zeigt den schematischen Aufbau
der weiblichen Brust.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der weiblichen Brust. Querschnitt durch
die humane weibliche Brust mit vergro¨ßerter Ansicht zweier terminaler duktololobula¨rer Ein-
heiten (TDLE) (vera¨ndert nach: [7]).
Jede Brustdru¨se setzt sich aus 10 bis 20 Dru¨senlappen (Lobi glandulae mam-
mariae) zusammen, die fast sternfo¨rmig um die Brustwarze (Mamille) herum
angeordnet sind. Das Dru¨sengewebe teilt sich in ein duktales Gangsystem und
einen lobula¨ren Anteil auf. Der duktale Anteil besteht aus den Milchga¨ngen
(Ducti lactiferi), die sich in ein System aus gro¨ßeren und kleineren Milch abfu¨h-
renden Ga¨ngen gliedern (Ductuli) und in die Brustwarze (Mamille) mu¨nden.
Kurz vor der Einmu¨ndung der großen Milchga¨nge in die Brustwarze erweitern
sich diese zu Milchsa¨ckchen (Sinus lactifer). Die Dru¨senknospen (Azini) sind
die milchproduzierenden Einheiten innerhalb der Dru¨senlappen, welche in der
nicht-laktierenden Brust jedoch nur rudimenta¨r entwickelt sind. Im Gegensatz
dazu ist der lobula¨re Anteil der Brustdru¨se aus Dru¨senla¨ppchen (Lobuli glandu-
lae mammariae) aufgebaut, die mit dem Dru¨senlappen u¨ber kleine Milchga¨nge
verbunden sind. Der Lobulus, welcher sich aus Dru¨senepithelien, Lumen sowie
Myoepithelzellen zusammensetzt, und der zugeho¨rige Terminalduktus bilden ei-
ne so genannte terminale duktulolobula¨re Einheit (TDLE). Die großen hormo-
nellen Vera¨nderungen, die eine Brustdru¨se vom Einsetzen der Menarche bis zur
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Menopause durchla¨uft, ko¨nnen die Entstehung eines malignen Tumors aus den
Epithelzellen begu¨nstigen [7]. Dabei unterliegt besonders die TDLE den zykli-
schen Vera¨nderungen durch hormonelle Einflu¨sse. Das Epithel der TDLE bei-
spielsweise ist in der nicht-laktierenden Brust eher unreif, gelangt erst wa¨hrend
der Schwangerschaft zur Ausdifferenzierung und bildet sich nach der Laktation
wieder zuru¨ck. Aufgrund dieser stetigen Umbau- und Proliferationsprozesse ist
die TDLE ha¨ufig Ausgangspunkt des Mammakarzinoms [1].
1.1.3 Histologie und Klassifizierung
Bei Tumoren des Brustgewebes unterscheidet man zwischen nicht-invasiven so-
wie invasiven Karzinomen und bezeichnet diese entsprechend ihres Ursprungsge-
webes: aus dem Epithel der Milchga¨nge entstehen duktale Karzinome, wa¨hrend
lobula¨re Karzinome aus dem lobula¨ren Gewebe der Brust hervorgehen. Wellings
und Kollegen bezeichneten in einem Modell zur Entstehung invasiver duktaler
Karzinome (IDC, Milchgangkarzinom) flache epitheliale Atypien (FEA) und aty-
pische duktale Hyperplasien (ADH) als nicht unbedingt erforderliche Vorstufen
von invasiven duktalen Karzinomen (Abbildung 1.4A) [8]. Das Stadium des duk-
talen in situ Karzinoms (DCIS) ist die fru¨heste klinisch diagnostizierbare Stufe
von Brustkrebs und als Karzinom innerhalb der Brustdru¨senga¨nge ohne Stro-
mainvasion definiert. Gleichzeitig konnte das DCIS als Vorstufe des invasiven
duktalen Mammakarzinoms identifiziert werden [9]. Beim lobula¨ren invasiven
Karzinom (ILC, La¨ppchenkarzinom) hingegen ist die Rolle des lobula¨ren in situ
Karzinoms (LCIS) als Vorstufe jedoch umstritten (Abbildung 1.4A) [10]. Die
in situ Karzinome geho¨ren zu der Gruppe der nicht-invasiven Tumoren, die im
Verlauf der Tumorgenese die Basalmembran durchbrechen und so zu invasiven
Tumoren fu¨hren ko¨nnen. Das in vivo multi-step Karzinogenesemodell (Abbil-
dung 1.4B) beschreibt die Progression von dem normalen Brustgewebe hin zum
invasiven und metastatischen Karzinom. Die duktale Hyperplasie sowie die aty-
pische duktale Hyperplasie sind die ersten Schritte fu¨r die neoplastische Progres-
sion und das Fortschreiten zum DCIS und IDC, die jedoch auch u¨bersprungen
werden ko¨nnen [11]. Dieser mehrstufige Prozess vom Stadium einer Hyperplasie
bis hin zur Metastasierung kann sich u¨ber eine Dauer von 30 Jahren erstrecken.
21
1 Einleitung
Abbildung 1.4: Modell der neoplastischen Progression humaner Brusttumoren.
(A) Klassisches Modell fu¨r die Tumorprogression im humanen Mammakarzinom des duktalen
(obere Reihe) oder des lobula¨ren (untere Reihe) Typs. FEA: flache epitheliale Atypie (flat
epithelial atypia); ADH: atypische duktale Hyperplasie (atypical ductal hyperplasia); DCIS:
duktales Karzinom in situ (ductal carcinoma in situ); IDC: invasiv duktales Karzinom (in-
vasive ductal carcinoma); ALH: atypische lobula¨re Hyperplasie (atypical lobular hyperplasia);
LCIS: lobula¨res Karzinom in situ (lobular carcinoma in situ); ILC: invasiv lobula¨res Karzinom
(invasive lobular carcinoma) (vera¨ndert nach: [12]). (B) Die Entstehung von Brustkrebs als
multi-step Modell. Die definierten Zwischenstadien der duktalen Hyperplasie und der atypi-
schen duktalen Hyperplasie ko¨nnen von gesunden Zellen jedoch auch u¨bersprungen werden
(vera¨ndert nach: [11]).
Das invasiv duktale Mammakarzinom (IDC) ist mit 40-75% die weltweit
ha¨ufigste Form von Brustkrebs, gefolgt von dem lobula¨ren invasiven Karzinom
(ILC) mit einem Anteil von 10-14%. Alle u¨brigen Brusttumoren (muzino¨se, me-
dulla¨re und fibrozystische Karzinome) treten seltener auf und machen zusammen
nur einen Anteil von 5-10% aller Mammakarzinome aus [13].
1.1.3.1 Grad der Tumordifferenzierung
Die Tumorgraduierung (Grading) gibt eine Auskunft u¨ber die histopathologi-
sche Differenzierung eines Tumors. Als Klassifizierungskriterien dienen hierbei
die Tubulusbildung, die Gestalt und Gro¨ße der Zellkerne (Kernpolymorphie)
sowie die Mitoserate. Jeder Parameter wird mit 1-3 Punkten bewertet, deren
Addition die Graduierung des Tumors ergibt (Tabelle 1.1). Je ho¨her die Tumor-
graduierung ist, desto ungu¨nstiger stellt sich das Verhalten der Tumorzellen dar:
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G1 steht fu¨r eine gute Differenzierung, G2 fu¨r einen ma¨ßig differenzierten Tu-
mor und G3 entspricht einem schlecht differenzierten Tumor, der mit ho¨chster
Malignita¨t und einer ungu¨nstigen Prognose assoziiert ist [14]. Weitere Details
der Tumorgraduierung sind dem Anhang 5.1 zu entnehmen.
Tabelle 1.1: Beurteilung der histopathologischen Tumorgraduierung
Summenscore Malignita¨tsgrad G-Gruppe Definition
3, 4, 5 gering G1 gut differenziert
6, 7 ma¨ßig G2 ma¨ßig differenziert
8, 9 hoch G3 entdifferenziert
1.1.3.2 TNM-Klassifikation
Zusa¨tzlich zu der histologischen Klassifizierung werden humane Brusttumoren
mit Hilfe des TNM-Systems, das von der Union Internationale Contre le Can-
cer (UICC) erarbeitet wurde, klassifiziert [15]. Der TNM-Status gibt Auskunft
u¨ber die Gro¨ße des Prima¨rtumors (pT), die Anzahl von regiona¨r und juxtare-
giona¨r befallenen Lymphknoten (pN) sowie eine eventuelle Fernmetastasierung
(pM) (Tabelle 1.2). Fu¨r die Abscha¨tzung der Prognose der Patienten sowie die
Therapieentscheidung ist die Feststellung der Stadien von großer Bedeutung.
Detailliertere Merkmale der Parameter fu¨r die TNM-Klassifikation sind im An-
hang 5.2 beschrieben.
Tabelle 1.2: Tumor Staging nach der TNM-Klassifikation
Staging Tumorgro¨ße befallene Lymphknoten Fernmetastasen
(pT) (pN) (pM)
0 in situ Karzinom keine nein
I <2 cm keine nein
IIA <2 cm 1-3 in der Achsel nein
2-5 cm keine nein
IIB 2-5 cm 1-3 in der Achsel nein
>5 cm keine nein
IIIA <5 cm 4-9 in der Achsel nein
>5 cm bis 9 in der Achsel nein
IIIB <5 cm bis 9 in der Achsel nein
IIIC jede Tumorgro¨ße ≥10 in der Achsel nein
IV jede Tumorgro¨ße jede Anzahl ja
1.1.3.3 Molekulare Subtypen
Neben der Heterogenita¨t in der histologischen Untersuchung der Mammakarzi-
nome ko¨nnen auch auf molekularer Ebene verschiedene Subtypen unterschieden
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werden. Erstmalig konnten Perou et al. im Jahr 2000 mit Hilfe von cDNA Mi-
croarrays auffallende Unterschiede in den Genexpressionsprofilen von 65 Normal-
bzw. Mammakarzinom-Gewebeproben feststellen [16]. Basierend auf diesen Gen-
expressionsmustern konnten die Mammakarzinome in intrinsische Subtypen ein-
geteilt werden, welche in unabha¨ngigen Folgestudien verifiziert und ausgebaut
werden konnten [16, 17, 18, 19]. In Abbildung 1.5 ist die Einteilung der fu¨nf mo-
lekularen Subtypen humaner Mammakarzinome anhand ihres charakteristischen
Expressionsmusters dargestellt.
Abbildung 1.5: Klassifizierung der molekularen Subtypen des humanen Mam-
makarzinoms. Anhand von Expressionsmustern des ER, PR und HER2 sowie der Ki67-
Bestimmung ko¨nnen fu¨nf molekulare Subtypen des humanen Mammakarzinoms unterschie-
den werden. ER: O¨strogenrezeptor; PR: Progesteronrezeptor; HER2: humaner epidermaler
Wachstumsfaktor (vera¨ndert nach: [20]).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die molekularen Subtypen eine prog-
nostische Relevanz hinsichtlich des rezidivfreien U¨berlebens sowie des Gesamt-
u¨berlebens besitzen. Patientinnen mit einem Brusttumor des basalen oder HER2-
positiven Subtyps besitzen eine schlechte Prognose sowie die Wahrscheinlichkeit
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eines fru¨hen Rezidivs [17, 21]. Im Gegensatz dazu haben Patientinnen mit einem
Tumor des luminalen Typs A mit einer 5-Jahres-U¨berlebensrate von mehr als
75% die beste Prognose [20].
In den letzten Jahren wurde der Fokus vieler Studien auch auf das triple-
negative Mammakarzinom (TNBC, triple negative breast cancer) gerichtet [22].
Das TNCB ist negativ fu¨r ER, PR und HER2 und wird mit einem klinisch
sehr aggressiven Verlauf assoziiert [23]. Ungefa¨hr 80% der TNBCs u¨berlappen
in ihrem Genexpressionsmuster mit dem des basalen Subtyps [24], finden sich
jedoch in allen molekularen Subtypen wieder [25].
1.1.4 Genetische Ursachen und Risikofaktoren
Die Entstehung humaner Brusttumoren wird durch eine Reihe unterschiedlicher
Risikofaktoren begu¨nstigt. Unterschieden werden dabei erblich bedingte Veran-
lagungen sowie hormonelle und a¨ußere Faktoren. Neben einer fru¨hen Menarche,
einem spa¨ten Einsetzen der Menopause, Kinderlosigkeit, einer spa¨ten ersten
Schwangerschaft sowie zunehmendem Lebensalter werden auch Einflu¨sse des
Lebensstils mit einem erho¨hten Risiko fu¨r Brustkrebs assoziiert [26, 27]. Dazu
za¨hlen beispielsweise regelma¨ßiger Zigaretten- und Alkoholkonsum, vera¨nderte
Essgewohnheiten, U¨bergewicht, Vitamin-D-Mangel sowie eine Exposition der
Brust mit ionisierender Strahlung im Jugendalter [28, 29, 30]. Des Weiteren
erho¨ht eine Hormonersatztherapie bei Frauen in den Wechseljahren das Brust-
krebsrisiko um 45% [31]. Die Einnahme von hormonhaltigen Ovulationshem-
mern scheint hingegen nur ein geringes Risiko fu¨r die Entstehung eines Mamma-
karzinoms darzustellen [32]. Bei etwa 5-10% aller Brustkrebsfa¨lle sind genetische
Dispositionen die Ursache der Erkrankung [1].
Das Mammakarzinom ist eine komplexe Krankheit, die durch die Akkumula-
tion vieler molekularer Vera¨nderungen mit daraus resultierender Heterogenita¨t
charakterisiert ist [33]. Die Transformation einer normalen Zelle zur Krebszel-
le in der Entstehung von Brusttumoren la¨uft u¨ber einen Mehrstufen-Prozess
(multi-hit-process) ab, der auf eine Anha¨ufung genetischer und epigenetischer
Vera¨nderungen im Genom zuru¨ckzufu¨hren ist [34]. Diese Vera¨nderungen ko¨nnen
unter limitierenden Bedingungen zu einem Selektionsvorteil gegenu¨ber gesunden
Zellen fu¨hren [35]. An der Entstehung und Progression von Tumoren sind insbe-
sondere genetische Vera¨nderungen beteiligt, die die Expression und Funktiona-
lita¨t zweier verschiedener Genklassen beeinflussen: Onkogene (gain-of-function)
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und Tumorsuppressorgene (loss-of-function) [36].
1.1.4.1 Onkogene
Proto-Onkogene sind in einer gesunden Zelle an der Regulation der Zellteilung
beteiligt und fo¨rdern das Wachstum sowie die Differenzierung der Zelle. Durch
Mutationen oder chromosomale Vera¨nderungen in den Proto-Onkogenen ko¨nnen
Onkogene entstehen, die auf die Zellvermehrung stark aktivierend einwirken und
somit das Tumorwachstum fo¨rdern. Bei den dominant wirkenden Onkogenen ist
bereits ein mutiertes Allel fu¨r eine unkontrollierte Zellteilung ausreichend [37].
Gleichzeitig erho¨ht sich die Wahrscheinlichkeit, dass im proliferierenden Gewebe
zusa¨tzliche genetische Mutationen auftreten.
Mit der Entstehung und Progression von Brustkrebs sind genetische Mo-
difikationen der Onkogene MYC, ERBB2, FGFR1, CCND1 und PIK3CA as-
soziiert. Die Amplifikation des MYC Gens wurde im Jahr 1986 erstmalig im
Brustkrebs beschrieben [38], tritt bei 16% aller Mammakarzinome auf [39] und
ist mit einer schlechten Prognose fu¨r die Patientin assoziiert [40]. Die onkogene
Wirkung des Proteins ist von besonderer Bedeutung, da das MYC-Protein eine
bedeutende Rolle in der Regulation der Zellproliferation und Apoptose sowie
in der Differenzierung der Brustdru¨senentwicklung spielt [41]. Das zur EGFR
(epidermal growth factor receptor) Familie geho¨rende Proto-Onkogen ERBB2
liegt in 30% aller Mammakarzinome amplifiziert vor und ist mit einem aggres-
siven Krankheitsverlauf sowie einer schlechten Prognose assoziiert (vgl. Kapi-
tel 1.1.5). PIK3CA ist ein Onkogen, das mit 33,4% die ho¨chste Frequenz an
gain-of-function Mutationen im humanen Mammakarzinom aufweist [42]. Das
PIK3CA Gen kodiert fu¨r das humane p110α-Protein, welches eine katalytische
Untereinheit der Klasse I PI3-Kinasen darstellt. Diese Familie von Lipidkina-
sen ist fu¨r viele Prozesse wie z.B. Proliferation, Apoptose, Zellu¨berleben und
Migration verantwortlich [43]. Das onkogene Potential des PIK3CA Gens wird
durch Mutationen in hotspots hervorgerufen und fu¨hrt u¨ber die konstitutive
Aktivierung der enzymatischen p110α Untereinheit zur Stimulation des AKT-
Signalweges [44]. In humanen Brusttumoren gewinnt diese Genvera¨nderung zu-
nehmend an Bedeutung im Hinblick auf verminderte Effizienz bzw. Resistenz
gegen Tyrosin-Kinase-Inhibitoren [45] sowie in Bezug auf die Entwicklung geziel-
ter Behandlungen gegen PI3-Kinasen [46]. Fu¨r eine Verbesserung der Diagnostik
und Therapie von Brustkrebs ist die Identifizierung und Charakterisierung sol-
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cher Proto-Onkogene von besonderer Bedeutung.
1.1.4.2 Tumorsuppressorgene
Tumorsuppressorgene kontrollieren normalerweise die Regulation des Zellzyklus
und fo¨rdern die Apoptose. Ein Defekt oder Verlust der Expression von Tumor-
suppressorgenen durch Kombinationen von Mutationen oder durch epigeneti-
sche Inaktivierung fu¨hrt demnach zu einer gesteigerten Zellteilungsrate. Voraus-
setzung fu¨r den vollsta¨ndigen Verlust eines Tumorsuppressorgens ist nach der
two-hit Hypothese von Knudson eine Mutation auf demselben Genlocus beider
Allele, die funktionell und zeitlich unabha¨ngig voneinander erfolgen kann [47].
Besteht jedoch schon eine genetische Pra¨disposition in Form einer vererbten oder
Keimbahn-Mutation, so ist nur noch ein spontanes Mutationsereignis fu¨r die In-
aktivierung des zweiten Allels erforderlich, was schließlich zu einem Verlust der
Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) fu¨hrt [37]. Knudsons Theorie basier-
te auf statistischen Stammbaumanalysen zur Wahrscheinlichkeit des Auftretens
eines Retinoblastoms, einem bo¨sartigen Tumor der Netzhaut. Dabei fiel ihm auf,
dass ju¨ngere Patienten ha¨ufiger an beiden Augen erkranken. Dies ließ eine gene-
tische Pra¨disposition als erstes Ereignis gefolgt von einer somatischen Mutation
zur Inaktivierung des zweiten Allels vermuten [47]. In spa¨teren Studien konnte
dann gezeigt werden, dass fu¨r die Ausbildung eines Retinoblastoms tatsa¨chlich
die Mutation beider Allele des RB1 Gens verantwortlich ist [48]. Der Begriff des
Tumorsuppressors wurde jedoch erst im Jahr 1985 von Ruth Sager gepra¨gt, die
mit Hilfe funktioneller Experimente die Fusion einer somatischen Tumorzelle
mit einer normalen Zelle zu einem nicht-tumoro¨sen Hybrid beobachten konnte.
Die genetischen Informationen der normalen Zelle mussten also in der Lage sein
den malignen Pha¨notyp supprimieren zu ko¨nnen [49]. In der Zwischenzeit wurde
eine große Anzahl an Tumorsuppressorgenen beschrieben. Dabei ist TP53 das
wohl bekannteste Tumorsuppressorgen, da es in nahezu allen Tumorentita¨ten zu
TP53 Mutationen kommen kann [50]. Im humanen Mammakarzinom beispiels-
weise liegt das TP53 Gen in 50% aller Fa¨lle mutiert vor [51]. Fu¨r die Entstehung
von Brustkrebs sind auch Keimbahn-Mutationen in den beiden Tumorsuppres-
sorgenen BRCA1 (breast cancer 1, early onset) und BRCA2 (breast cancer 2,
early onset) von Bedeutung [52, 53, 54]. Frauen, die eine Mutation in einem
dieser beiden Tumorsuppressorgene tragen, weisen ein 80%iges Risiko fu¨r die
Erkrankung an Brust- und bzw. oder Eierstockkrebs auf [55].
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1.1.5 Prognose, Pra¨diktion und Therapie
Bei der individualisierten Therapie des humanen Mammakarzinoms sind Prog-
nose- und Pra¨diktionsmarker von großer Bedeutung. Prognostische Faktoren
sollen bei der Abscha¨tzung des individuell zu erwartenden Krankheitsverlaufs
ohne Beru¨cksichtigung von Art und Intensita¨t der angewandten Therapie helfen.
Pra¨diktive Marker hingegen sollen den Therapieerfolg zuverla¨ssig abscha¨tzen.
Durch prognostische Kriterien, wie die Bestimmung des Steroidhormonre-
zeptorstatus (O¨strogen- und Progesteronrezeptor), die Gro¨ße des Prima¨rtumors,
die Tumorgraduierung, regiona¨rer Lymphknotenbefall, Fernmetastasen (TNM-
System, vgl. Kapitel 1.1.3.2) sowie das Alter der Patientin, la¨sst sich der Krank-
heitsverlauf mittlerweile relativ zuverla¨ssig vorhersagen. Der sta¨rkste Progno-
sefaktor im Hinblick auf das rezidivfreie U¨berleben sowie das Gesamtu¨berleben
ist der axilla¨re Lymphknotenbefall [56, 57]. Die Anzahl befallener Lymphknoten
korreliert dabei direkt mit dem Risiko eines Rezidivs bzw. dem Gesamtu¨berleben.
Patientinnen ohne Befall der Lymphknoten besitzen eine 5-Jahres-U¨berlebens-
wahrscheinlichkeit von 70-80%. Diese sinkt bei Mammakarzinomen mit mehr als
zehn Lymphknotenmetastasen jedoch auf 20-30% ab [58]. Fu¨r das Mammakarzi-
nom sind die zwei Tumor assoziierten Proteolysefaktoren uPA (Urokinase-Typ
Plasminogenaktivator) und PAI-1 (Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1) als
Prognosemarker von großer Bedeutung [59, 60, 61]. Diese sind am Abbau des
Tumorstromas sowie der Basalmembran beteiligt und tragen so zur Invasions-
und Metastasierungsfa¨higkeit der Tumorzellen bei. Hohe uPA und PAI-1 Kon-
zentrationen im Prima¨rtumor sind mit einem erho¨hten Metastasierungsrisiko
sowie einem ku¨rzeren rezidivfreien U¨berleben assoziiert [62, 63], wohingegen
nodal-negative Patientinnen mit einem niedrigen uPA und PAI-1 Wert eine gute
Prognose zeigen [64]. Des Weiteren gibt es molekulare Prognosefaktoren, soge-
nannte Markerpanels, die auf Array bzw. Real-Time PCR-basierten Multigen-
Assays beruhen, wie z.B. MammaPrint [65], Oncotype DX [66], EndoPredict
[67] oder PAM50 [68].
Fu¨r die Pra¨diktion einer Brustkrebserkrankung ist das Vorkommen von Ste-
roidhormonrezeptoren, deren Status durch den sogenannten immunreaktiven
Score (IRS) bestimmt wird [69] von großer Bedeutung. Hormonrezeptor positive
Patientinnen sprechen auf eine adjuvante Hormontherapie (z.B. mit Tamoxifen)
an. Bei einem Drittel aller behandelten Patientinnen bleibt die endokrine Thera-
pie jedoch ohne Wirkung [70], da sie im Verlauf der Therapie Resistenzen entwi-
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ckeln [71]. Das Onkogen ERBB2, das fu¨r die Tyrosinkinase HER2/neu kodiert,
ist in 30% aller Mammakarzinome amplifiziert [72]. Die U¨berexpression dieses
HER2/neu-Proteins stellt ebenfalls einen wichtigen pra¨diktiven Faktor dar. Bei
Patientinnen mit HER2/neu positiven Tumoren, die eine adjuvante Behandlung
mit dem HER2-Antiko¨rper Trastuzumabr in Sequenz oder in Kombination mit
einer Standard-Chemotherapie erhalten haben, kann die Rezidivrate sowie die
Mortalita¨t gesenkt werden [73, 74, 75].
Um eine wirksame Beka¨mpfung des Tumors zu erreichen, muss dieser mit
verschiedenen Therapien behandelt werden. Nach wie vor ist die operative Exzi-
sion des Brusttumors mit einem tumorfreien Resektionsrand meist der grundle-
gende erste Behandlungsschritt. Im Anschluss daran stehen jedoch noch weitere
adjuvante Therapiemo¨glichkeiten zur Verfu¨gung, die im Regelfall erga¨nzend zur
operativen Exzision durchgefu¨hrt werden. Dazu za¨hlen Bestrahlung, Chemo-
therapie, Antihormontherapien und molekularbiologische Therapien [76]. Die
Radiotherapie, die Restbesta¨nde von Tumorzellen sowie neu entstehende Tu-
morzellen effektiv abto¨ten soll, halbiert die regiona¨re Rezidivrate und kann zur
Verla¨ngerung der U¨berlebenszeit fu¨hren [77]. Mit systemischen Therapien wie
der Chemo- und Hormontherapie sollen alle im Ko¨rper befindlichen Tumorzellen
zersto¨rt werden. Eine neoadjuvante Chemotherapie wird vor der Operation ge-
nutzt, um die Gro¨ße des Tumors zu verringern [78]. Da im Verlauf der Behand-
lung jedoch ha¨ufig Resistenzen gegen die eingesetzten Medikamente gebildet
werden, sollte die Suche nach prognostischen Markern sowie neuen Therapie-
ansa¨tzen ein Schwerpunkt der zuku¨nftigen Forschung sein.
1.2 Wingless and integration site growth fac-
tor (WNT)-Signalweg
Das murine Int-1 Gen wurde als eine bevorzugte Integrationsstelle des Maus-
Mamma-Tumor-Virus (MMTV ) identifiziert [79]. Eine U¨berexpression von Int-1
fu¨hrt in der Maus zur vermehrten Bildung von Mammakarzinomen [80]. Rijse-
wijk et al. konnten zeigen, dass das mit der Brustkrebs-Entstehung assoziierte
Gen Int-1 und das Drosophila Segment-Polarita¨tsgen Wingless (Wg) orthologe
Gene sind [81]. Aus der Kombination von Wg fu¨r Wingless und Int-1 wurde
der Name
”
WNT“ fu¨r Mitglieder dieser Genfamilie entwickelt [82].
Der WNT-Signalweg spielt neben seiner Funktion in der Embryogenese und
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Gewebehomo¨ostase auch eine wichtige Rolle bei der Proliferation, Morphologie,
Migration, Apoptose und Differenzierung der Zellen [83, 84]. Zudem scheint der
WNT-Signalweg an der Differenzierung der Brustdru¨se beteiligt zu sein [84].
Eine Deregulation oder Mutationen im WNT-Signalweg werden mit einer Viel-
zahl humaner Krankheiten wie z.B. Osteoporose sowie Alzheimer und Krebs
in Verbindung gebracht [85, 86]. Beim Menschen sind inzwischen 19 WNT-
Moleku¨le bekannt. Diese Cystein-reichen Glykoproteine bestehen aus ungefa¨hr
350 bis 400 Aminosa¨uren und tragen ein N-terminales Signalpeptid fu¨r die Se-
kretion [87, 88]. Man unterscheidet beim WNT-Signalweg drei verschiedene Sig-
nalkaskaden: den kanonischen Signalweg (auch WNT/β-Catenin-Signalweg ge-
nannt) sowie bei den nicht-kanonischen Signalwegen den Planar-Cell-Polarity-
Signalweg (PCP) und den WNT/Ca2+-Signalweg [85]. Diese nicht-kanonischen
Signalwege werden entweder u¨ber kleine GTPasen wie Rho A und Rac 1 oder
u¨ber den intrazellula¨ren Calcium-Spiegel reguliert. Der PCP-Signalweg kontrol-
liert die planare Zellpolarita¨t u¨ber den Umbau des Zytoskeletts, wohingegen der
WNT/Ca2+-Signalweg eine Rolle bei der Auspra¨gung von adulten Muskelzellen
sowie Myoblasten spielt [89, 90]. Vermutlich gibt es auch noch den WNT/G-
Protein-Signalweg, der ebenfalls den nicht-kanonischen Signalwegen zugeordnet
wird [84].
Der kanonische WNT/β-Catenin-Signalweg, der die Expression spezifischer
Zielgene reguliert, ist bisher am besten verstanden und wird in Abbildung 1.6
schematisch dargestellt [91]. In Abwesenheit eines aktivierenden WNT-Liganden
wird β-Catenin konstitutiv durch den Destruktionskomplex bestehend aus der
Glykogen Synthase Kinase-3-β (GSK3β), Axin und dem Tumorsuppressor ade-
nomatous polyposis coli (APC) in einer N-terminalen Region phosphoryliert.
Diese Phosphorylierung ermo¨glicht anschließend eine Ubiquitinierung von β-
Catenin durch β-transducin repeat-containing protein (β-TrCP) und die Degra-
dierung im Proteasom [92]. Bei der Aktivierung des WNT-Signalweges binden
WNT-Moleku¨le extrazellula¨r an die Cystein-reiche Doma¨ne eines heptahelika-
len Transmembranrezeptors Frizzled (FZ), von dem es im humanen System zehn
Mitglieder gibt [84], und den Korezeptor low-density lipoprotein receptor related
protein 5/6 (LRP5/6), wodurch eine intrazellula¨re Signalkaskade ausgelo¨st wird
[93]. Dabei wird das Moleku¨l Dishevelled (DVL) aktiviert und eine intrazellula¨re
Region von LRP6 phosphoryliert, sodass dort eine Bindestelle fu¨r Axin geschaf-
fen wird. Der fu¨r die Phosphorylierung von β-Catenin zusta¨ndige Destrukti-
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onskomplex dissoziiert, β-Catenin reichert sich im Zytosol an und wandert in
den Zellkern [86, 91]. Im Zellkern bindet β-Catenin an die Transkriptionsfak-
toren T-Cell Factor (TCF) und Lymphoid Enhancer-Binding Factor (LEF),
wodurch der Repressor Groucho verdra¨ngt wird [94]. So wird die Transkription
von Zielgenen aktiviert, die u¨berwiegend die Zellproliferation fo¨rdern, wie z.B.
das Proto-Onkogen MYC oder das Zellzyklus-Protein Cyclin D1 [95, 96]. Die
Vielfalt der mo¨glichen WNT-FZ Interaktionen ist hierbei noch kaum verstanden.
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Regulation des WNT/β-Catenin-
Signalweges. (A) Inhibierung des WNT-Signalweges: β-Catenin wird im Zytosol kontinu-
ierlich durch den Destruktionskomplex phosphoryliert und in der Folge im Proteasom de-
gradiert. Die Transkription von WNT-Zielgenen ist durch den TCF/Groucho-Komplex repri-
miert. (B) Der WNT/β-Catenin-Signalweg im aktivierten Zustand: Durch die Bindung von
WNT-Moleku¨len an die FZ und LRP5/6 Rezeptoren kommt es u¨ber eine intrazellula¨re Sig-
nalkaskade zur Translokation von β-Catenin in den Nukleus. Dort dient β-Catenin als Koak-
tivator fu¨r TCF, wodurch die Transkription von Zielgenen der WNT-Signalwirkung aktiviert
wird (vera¨ndert nach: [91]).
Antagonisten des WNT-Signalweges sind Modulatoren wie beispielsweise
Wnt inhibitory protein (WIF), Dickkopf -Proteine (DKK1, DKK2 und DKK3)
oder Proteine der Secreted Frizzled Related Protein (SFRP) Familie [97]. Der
WNT-Signalweg ist in vielen humanen Tumorentita¨ten dereguliert und wird
auch mit der Entstehung von Brustkrebs assoziiert [98, 99].
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1.3 Secreted Frizzled Related Protein 1
(SFRP1)
SFRP1 ist eines von fu¨nf Mitgliedern der Secreted Frizzled Related Protein
(SFRP) Familie. Diese la¨sst sich auf Basis von Sequenzhomologien in zwei Sub-
gruppen teilen: SFRP1, SFRP2 und SFRP5 a¨hneln sich stark in ihren Gense-
quenzen, wohingegen SFRP3 und SFRP4 nur entfernt verwandt mit den u¨brigen
Mitgliedern der SFRP-Familie sind [100]. Die SFRPs fungieren als sezernier-
te Modulatoren des WNT-Signalweges. Abbildung 1.7 zeigt den schematischen
Aufbau von Moleku¨len der SFRP-Familie. Am N-terminalen Ende besitzen die
SFRPs eine Proteindoma¨ne, die cystein-rich domain (CRD), die zehn konser-
vierte Cystein-Reste beinhaltet [101]. Im C-Terminus liegt eine Netrin-a¨hnliche
Doma¨ne (NTR), die eine geringe Sequenzhomologie zum Axon-Lenkungs-Protein
Netrin aufweist. Dieses NTR-Modul ist durch sechs Cystein-Reste und einige
hydrophobe Reste gekennzeichnet [102, 103].
Abbildung 1.7: Schematische Darstellung von Moleku¨len der SFRP-Familie und
des Frizzled-Rezeptors. CRD: Zysteinreiche Doma¨ne (cysteine-rich domain); NTR: Netrin-
a¨hnliche Doma¨ne (netrin-like domain); CD: Zytoplasmatische Doma¨ne (cystoplasmic do-
main). Rot: Signalpeptid; dunkelblau: Transmembran-Doma¨ne (Quelle: [100]).
Die CRD-Doma¨ne der SFRPs weist 30-50% Sequenzhomologien zu der CRD-
Doma¨ne der Frizzled -Rezeptoren auf. Aufgrund dessen ko¨nnen auch Moleku¨le
der SFRP-Familie WNT-Proteine binden, wodurch die Aktivierung des Frizzled -
Rezeptors und somit auch die des WNT-Signalweges verhindert wird [104, 105].
Des Weiteren ko¨nnen die SFRPs u¨ber ihre CRD-Doma¨ne auch direkt an die
Frizzled -Rezeptoren binden, wodurch ein nicht funktionaler Komplex gebildet
wird [100]. U¨ber diese beiden Wege ko¨nnen die Moleku¨le der SFRP-Familie den
WNT-Signalweg inhibieren. Mo¨glicherweise kommt es zu einer biphasischen In-
teraktion zwischen SFRPs und WNT-Moleku¨len. Bei niedrigen Konzentrationen
ko¨nnten die SFRPs den WNT-Signalweg aktivieren, bei hohen Konzentration
hingegen wu¨rden sie inhibitorische Funktionen ausu¨ben [84].
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Das SFRP1 -Gen besteht aus ca. 4500 Basenpaaren und entha¨lt drei Exons,
wobei das erste Exon die CRD- und das dritte Exon die NTR-Doma¨ne ko-
diert. Lokalisiert ist das SFRP1 -Gen auf Chromosom 8p12-p11.1 [106]. In dieser
Chromosomenregion wurden in vielen Tumoren wie beispielsweise dem Mamma-
oder Harnblasenkarzinom ha¨ufig Deletionen entdeckt [107, 108]. Daher nimmt
man an, dass in dieser Region ein Tumorsuppressorgen kodiert wird [109]. Die
SFRP1-Expression wird in vielen humanen Tumorentita¨ten, wie z.B. im Kolon-,
Lungen-, Harnblasen- und Ovarialkarzinom durch den epigenetischen Mechanis-
mus der Promotormethylierung inaktiviert [109, 110]. Beim Mammakarzinom
geht die SFRP1-Expression in u¨ber 70% aller Fa¨lle verloren [111, 112]. Der Ver-
lust dieser Expression ist im Brustkrebs mit einer schlechten U¨berlebensprognose
fu¨r die betroffenen Patientinnen assoziiert [113]. Jeong und Kollegen konnten
zeigen, dass Mammakarzinome des basalen Sybtyps eine deutlich geringere Me-
thylierunsfrequenz als die restlichen Subtypen aufweisen [114].
1.4 Zielsetzung
Mammakarzinome stellen weltweit die ha¨ufigste Krebserkrankung in der weib-
lichen Bevo¨lkerung dar und verursachen zudem die gro¨ßte Anzahl tumorasso-
ziierter Todesfa¨lle. Nach aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnissen wird der
u¨berma¨ßigen Aktivierung des WNT-Signalweges eine bedeutsame Rolle in der
molekularen Entstehung humaner Tumoren zugeordnet. Des Weiteren wird ver-
mutet, dass SFRP1 seine tumorsuppressiven Eigenschaften ausu¨bt, indem es
den WNT-Signalweg effektiv inhibiert und somit die Expression von WNT-Ziel-
genen unterdru¨ckt. Fru¨here Studien der Arbeitsgruppe zeigen, dass die SFRP1-
Expression in vielen soliden Brusttumoren durch den epigenetischen Mechanis-
mus der Promotorhypermethylierung verloren geht. Diese Inaktivierung ist zu-
dem mit einer schlechten U¨berlebensprognose der Patientinnen assoziiert. Daher
ist es von großer Bedeutung, die Beziehung des SFRP1-Verlustes zur molekula-
ren Krankheitsentstehung des humanen Mammakarzinoms zu entschlu¨sseln.
Ein Ziel dieser Arbeit war es, durch funktionelle in vitro Analysen an Zellkul-
turmodellen wertvolle Erkenntnisse daru¨ber zu gewinnen, welchen Einfluss die
Expression von SFRP1 auf humane Brustkrebszellen ausu¨bt. Vier stabil transfi-
zierte Mammakarzinomzelllinien (BT-20, MDA-MB-231, MCF7 und SK-BR-3)
definierter molekularer Subtypen sollten in gain-of-function Studien hinsichtlich
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des Einflusses von SFRP1 auf tumorassoziierte Eigenschaften wie beispielswei-
se Proliferation, Apoptose, Adha¨sion oder Migration untersucht werden. Des
Weiteren sollte gezeigt werden, ob die vera¨nderten in vitro Wachstumseigen-
schaften dieser Zellen auch durch rekombinantes SFRP1-Protein im Medium
hervorgerufen werden ko¨nnen. Anschließend sollten die funktionellen Analysen
auf ein in vivo Xenograft Mausmodell ausgeweitet werden, um unter physio-
logischen Bedingungen die mo¨gliche Relevanz der tumorsuppressiven SFRP1-
Wirkung zu ermitteln. In diesem Modell sollte gezeigt werden, inwieweit sich
die pha¨notypischen Eigenschaften einer vera¨nderten Tumorgenese, die in vitro
gefunden wurden, auch in vivo in der Maus widerspiegeln lassen.
In einem na¨chsten Schritt sollte durch Expressionsanalysen mittels DNA-
Microarrays erstmalig ein genaueres Versta¨ndnis der komplexen Regulationsme-
chanismen von SFRP1 in Brustzellen erlangt werden und gleichzeitig zellula¨re
Signalwege identifiziert werden, welche durch SFRP1 maßgeblich beeinflusst
werden. Dieses Versta¨ndnis sollte unter anderem dazu beitragen, neue Zielmo-
leku¨le im erweiterten SFRP1-Signalweg zu identifizieren, die als Ansatzpunkte
zur Entwicklung zielgerichteter Brustkrebstherapien dienen ko¨nnten. Daher ist
es von hohem klinischem Interesse, die Signalwege der Krebszelle zu verstehen,
die aufgrund des Verlustes der SFRP1-Expression aktiviert werden.
Insgesamt sollten die Ergebnisse aus dieser Arbeit den bisherigen Kennt-
nisstand zur Funktionsweise des zentralen Tumorsuppressorgens SFRP1 erwei-
tern. Daru¨ber hinaus ko¨nnten die Erkenntnisse zur Bedeutung von SFRP1 in
der humanen Mammatumorgenese zu einem direkten klinischen Nutzen fu¨r die
Patientinnen fu¨hren.
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Material und Methoden
2.1 Patientenmaterial
2.1.1 Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe
(FFPE)
Immunhistochemische Analysen der Moleku¨le SFRP1 und BDNF wurden an ei-
nem FFPE Tissue Micorarray durchgefu¨hrt. Bei den untersuchten Gewebepro-
ben auf dem Array handelte es sich um 272 Formalin fixierte, Paraffin eingebet-
tete prima¨re Brusttumoren. Diese Proben wurden am Institut fu¨r Pathologie des
Universita¨tsklinikums Regensburg diagnostiziert. Die klinischen Charakteristika
dieser Brusttumoren wurden bereits beschrieben [115]. Des Weiteren wurde vom
Institut fu¨r Neuropathologie des Universita¨tsklinikums Ko¨ln fu¨r diese Arbeit ein
Kollektiv von 28 FFPE-Metastasenproben von Mammakarzinom-Patientinnen
zur Verfu¨gung gestellt.
2.1.2 Kryokonserviertes Frischgewebe
Fu¨r diese Arbeit wurde ein Kollektiv von kryokonservierten Mammakarzinomen
sowie Normalgeweben, die aus der Frauenklinik der Uniklinik RWTH Aachen
stammen, zusammengestellt. Die Gewebeproben wurden von weiblichen Patien-
tinnen entnommen, bei denen zwischen 2005 und 2009 ein prima¨res Mamma-
karzinom diagnostiziert worden war. Die Kryokonservierung erfolgte nur nach
Zustimmung der Patientinnen (informed consent) und im Zuge eines positiven
Votums der Ethikkomission der Uniklinik RWTH Aachen (EK 104/05). Mit der
Zustimmung aller beteiligten Institutionen durften die Gewebe fu¨r Forschungs-
zwecke genutzt werden. Unmittelbar nach der Geweberesektion wurden die Pro-
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ben in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80◦C gelagert.
Zur Bestimmung der Anteile an Tumorzellen wurden von allen Proben H&E-
Fa¨rbungen an Schnitten mit einer Dicke von 10 µm durchgefu¨hrt. Lediglich
Proben mit einem Tumorzellanteil >70% wurden fu¨r die Studie verwendet.
2.2 Humane Zelllinien
Im Verlauf dieser Studie wurden unterschiedliche Brustkrebszelllinien und ei-
ne Nierenzelllinie verwendet, die von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen und nach Herstellerangaben kultiviert
wurden. In dreimonatigen Absta¨nden wurden alle Zelllinien auf Mycoplasmen
u¨berpru¨ft und im Kontaminationsfall entsorgt. Tabelle 2.1 zeigt die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und ihr jeweiliges Ursprungsgewebe.
Tabelle 2.1: Verwendete Zelllinien und ihre Ursprungsgewebe
Zellllinie Ursprungsgewebe
MDA-MB-231 Adenokarzinom, pleurale Effusion
BT-20 Invasiv duktales Karzinom
Hs 578T Sarkomatoides Karzinom
MCF7 Adenokarzinom, pleurale Effusion
SK-BR-3 Adenokarzinom, pleurale Effusion
T47D Duktales Karzinom, pleurale Effusion
HEK 293T Embryonale Nierenepithelzelle
2.3 Versuchstiere
2.3.1 Balb/c Nacktmaus
Die im Zuge dieser Studie verwendeten ausschließlich weiblichen Nacktma¨use
geho¨rten zur Linie Balb/c nude homozygot (nu/nu). Aufgrund des fehlenden
Thymus handelt es sich um immunsupprimierte Ma¨use, die keine T-Zellen aus-
bilden und somit ein geeignetes Modell fu¨r Xenograft-Versuche darstellen. Bezo-
gen wurden diese vier Wochen alten Tiere von der Firma Charles River (Nieder-
lassung L’Arbresle, Frankreich). Der in dieser Arbeit durchgefu¨hrte Tierversuch
erfolgte in U¨bereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz und wurde im
Vorfeld durch das LANUV NRW (Landesamt fu¨r Umwelt, Natur und Verbrau-
cherschutz) genehmigt.
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2.3.2 SFRP1-Knockout Maus
Bei dem verwendeten SFRP1-Knockout Mausmodell, welches von unserem Ko-
operationspartner Prof. Jeffrey S. Rubin (Laboratory of Cellular and Molecu-
lar Biology, Center for Cancer Research, National Cancer Institute, Maryland,
USA) zur Verfu¨gung gestellt wurde, handelte es sich um einen Inzuchtstamm
der Linie C57 BL/6J. Unter standardisierten Bedingungen wurden diese Ma¨use
im Institut fu¨r Versuchstierkunde der Uniklinik RWTH Aachen weitergezu¨chtet.
2.4 Gera¨te, Chemikalien und Lo¨sungsmittel
Wenn nicht anders erwa¨hnt, wurden alle Chemikalien in Analyse-Grad oder
in der reinsten erwerbbaren Form verwendet. Nicht aufgefu¨hrte Chemikalien
wurden von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich bezogen und sind zum Teil
direkt im Methoden-Teil aufgelistet.
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2.4.1 Gera¨te
Tabelle 2.2: Gera¨te und Apparaturen
Gera¨t Hersteller
ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System
Applied Biosystems, Weiterstadt
Absaugflasche Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences, Fernwald
Axiovert 200 Mikroskop Zeiss, Jena
Blotkammer Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad, Mu¨nchen
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37
◦C) Heraeus / Kendro, Du¨sseldorf
CASY 1 Scha¨rfe System, Reutlingen
Cryo 1◦C Freezing Container Mr. Fros-
ty
Nalgene, Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA
Digitalkamera Power Shot Canon, Krefeld
Digital pH-Meter Knick, Berlin
Easypet Pipettierhilfe Eppendorf, Wesseling
Elektrophoresegera¨t Blue Marine 100 Serva, Heidelberg
Elektrophoresegera¨t Sub-Cell 192 Cell Bio-Rad, Mu¨nchen
ELISA-Reader infinite M200 Tecan, Ma¨nnedorf, Schweiz
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf, Wesseling
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor:
UE001)
Eppendorf, Wesseling
Forschungsmikroskop BX51 Olympus, Hamburg
Gel Jet Imager Intas, Go¨ttingen
Gelkammer Novex Mini Cell Invitrogen, USA
Kryotom HM560 Microm Laborgera¨te, Walldorf
Ku¨hlzentrifuge Eppendorf, Hamburg
Laborwaage Sartorius, Go¨ttingen
Light Cycler iQ5 Bio-Rad, Mu¨nchen
Magnetru¨hrer MR2002 Heidolph, Schwabach
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A) Heraeus/Kendro, Du¨sseldorf
NanoDrop ND1000 PeqLab Biotechnologie, Erlangen
Optimax X-ray film processor Protec Medizintechnik, Oberstenfeld
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
Reinraumwerkbank Hera Safe Heraeus / Kendro, Hanau
Sonifiziergera¨t Bandlin SONOPLUS
HD2070
Bandelin electronic, Berlin
Spektrophotometer NanoDrop 1000 PeqLab Biotechnologie, Erlangen
Stromversorgungsgera¨t Gibco/BRL, Eggenstein
Thermal Cycler PTC-200 MJ Research, Waltham, USA
Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling
UV-Bank HV Mini LaminAir, Holten
Vortex REAX top Heidolph, Schwabach
Wasserbad GFL, Burgwedel
Wipptisch Polymax 1040 Heidolph, Schwabach
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2.4.2 Chemikalien
Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Agarose Biozym, Oldendorf
Aluminiumkaliumsulfat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Aminosa¨uren, nicht essentiell Invitrogen, Karlsruhe
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt
Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bacto-Agar Roth, Karlsruhe
Bacto-Trypton Invitrogen, Karlsruhe
Blasticidin Roth, Karlsruhe
Borsa¨ure Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Casyton Scha¨rfe System, Reutlingen
Diethylpyrocarbonat Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka, Neu-Ulm
Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsa¨ure (EDTA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fo¨tales Ka¨lberserum (FKS) Seromed Biochrom, Deisenhofen
Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Serva, Heidelberg
Imidazol Roth, Karlsruhe
Insulin Novo Nordisk, Bagsvaerd, Da¨nemark
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kristallviolett Merck, Darmstadt
L-Glutamin PAA, Co¨lbe
Magermilchpulver Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat Fluka, Neu-Ulm
Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe
NuPage MES/MOPS-Laufpuffer 20x Invitrogen, Karlsruhe
NuPage Sample Buffer 4x Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin; Streptomycin Biochrom, Berlin
Ponceau S Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sodiumdodecyl-Sulfat (SDS) Calbiochem, Merck, Darmstadt
Trisbase Merck, Darmstadt
Triton X Sigma-Aldrich, Deisenhofen
TRIzolr Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin Biochrom, Berlin
Tween20 Roth, Karlsruhe
Vitamine Invitrogen, Karlsruhe
Vitrocludr Langenbrinck, Emmendingen
Xylencyanol Roth, Karlsruhe
Zitronensa¨ure Fluka, Neu-Ulm
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2.4.3 Lo¨sungsmittel
Tabelle 2.4: Lo¨sungsmittel
Lo¨sungsmittel Hersteller
Chloroform Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Formaldehyd Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Xylol Merck, Darmstadt
2.5 Puffer und Lo¨sungen
Alle Puffer und Lo¨sungen wurden mit H2O-bidest. hergestellt und wenn notwen-
dig sterilfiltriert oder autoklaviert. Nicht aufgefu¨hrte Puffer und Lo¨sungen sind
im Methodenteil beschrieben oder wurden durch kommerzielle Puffer ersetzt.
Tabelle 2.5: Allgemeine Puffer und Lo¨sungen
Puffer Komponenten
DEPC-H2O 0,1% (w/v) DEPC in H2O, u¨. N. geru¨hrt, autokla-
viert
10x PBS-Puffer 160 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 1,5 M NaCl
(pH 7,5)
10x TBE-Puffer 890 mM Tris; 20 mM EDTA; 890 mM Borsa¨ure
(pH 8,3)
Trypsin-EDTA-Lo¨sung 0,05% Trypsin; 0,02% EDTA in PBS
MSP-Puffer (10x) 16,6 mM Ammoniumsulfat; 67 mM Tris (pH 8,8);
6,7 mM MgCl2 und 10 mM β-Mercaptoethanol [116]
Tabelle 2.6: Puffer und Lo¨sungen fu¨r die Agarosegel-Elektrophorese
Puffer Komponenten
Agarose-Lo¨sung 1,5-2% (w/v) Agarose in 1x TBE-Puffer
Ethidiumbromid-Lo¨sung 35 µl Ethidiumbromid-Stammlo¨sung (10 mg/ml) in
1 l 1x TBE-Puffer (350 µg/l)
5x Ladepuffer 2,5 mM Tris-HCl (pH 8,0); 50 mM EDTA (pH 8,0);
90% Glycerin; 0,01% Bromphenolblau; 0,01% Xylen-
cyanol
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Tabelle 2.7: Puffer fu¨r Western-Blot
Puffer Komponenten
NuPage Lysepuffer 2,8 ml H2O; 1 ml 4x NuPage Sample Buffer; 200 µl
1 M DTT
MOPS-Laufpuffer 20 ml 20x NuPage MOPS Laufpuffer in 950 ml H2O
MES-Laufpuffer 20 ml 20x NuPage MES Laufpuffer in 950 ml H2O
Transfer-Puffer 3,02 g Tris; 14,42 g Glycin; 200 ml Methanol in 1 l
H2O
Ponceau S-Lo¨sung 0,5 g Ponceau S in 1 ml Eisessig auf 100 ml mit Aqua
dest. aufgefu¨llt
10x TBS-Puffer 0,9% NaCl; 20 mM Tris HCl (pH 7,4)
TBST-Puffer 1x TBS-Puffer, 1% Tween20
Tabelle 2.8: Puffer fu¨r die Proteinaufreinigung und Umpufferung
Puffer Komponenten
4x Inkubationspuffer 200 mM NaH2PO4 (pH 8,0); 1,2 M NaCl; 40 mM
Imidazol (pH 7,0)
1x Inkubationspuffer 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0); 300 mM NaCl; 10 mM
Imidazol (pH 7,0)
Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4 (pH 8,0); 300 mM NaCl; 250 mM
Imidazol (pH 7,0)
Tabelle 2.9: Puffer und Lo¨sungen fu¨r die funktionellen in vitro Experimente
Puffer Komponenten
Kristallviolett-Lo¨sung 0,25 g Kristallviolett; 10 ml Formaldehyd; 10 ml
H2O; 80 ml Methanol
0,1% Kristallviolett- 0,1 g Kristallviolett; 100 ml H2O
Lo¨sung
Tabelle 2.10: Puffer und Lo¨sungen fu¨r H&E-Fa¨rbungen
Puffer Komponenten
Mayers Ha¨malaun-Lo¨sung 1 g Ha¨matoxylin in 1 l H2O lo¨sen; 200 mg Na-Iodat
und 50 g Aluminiumkaliumsulfat zugeben; nach dem
Lo¨sen 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensa¨ure zu-
geben
Eosin-Lo¨sung 1 g Eosin in 100 ml H2O
Tabelle 2.11: Puffer fu¨r die DNA-Isolation aus Schwanzspitzenbiopsien
Puffer Komponenten
Tail-Lysis Buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 100 mM EDTA (pH 8,0);
100 mM NaCl; 1% SDS auf 500 ml mit Aqua dest.
auffu¨llen
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2.6 Medien
2.6.1 Zellkulturmedien und Zusa¨tze
Tabelle 2.12: Zellkulturmedien und Zusa¨tze
Medium Komponenten
MDA-MB231, BT-20 DMEM low Glucose; 10% FKS; 2 mM L-Glutamin;
50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l Streptomycin
HS578T DMEM low Glucose; 10% FKS; 2 mM L-Glutamin;
50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l Streptomycin;
10 µg/ml Insulin; 1 mM Natriumpyruvat
MCF7 RPMI 1640; 10% FKS; 50 Einheiten/l Penicillin;
50 mg/l Streptomycin; 10 µg/ml Insulin; 1 mM Na-
triumpyruvat; 1 mM nicht-essentielle Aminosa¨uren
SK-BR-3 McCoy5A; 10% FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 Einhei-
ten/l Penicillin; 50 mg/l Streptomycin; 1% Vitamin-
lo¨sung
T47D RPMI 1640; 10% FKS; 50 Einheiten/l Penicillin;
50 mg/l Streptomycin; 1% Vitaminlo¨sung
HEK 293T DMEM high Glucose; 5% FKS; 2 mM L-Glutamin;
50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l Streptomycin
2.6.2 Medien fu¨r die Anzucht von E.coli
Die Medien fu¨r die Anzucht von E.coli wurden bei 121◦C fu¨r 20 Min au-
toklaviert. Nach Bedarf wurden die LB-Medien nach dem Autoklavieren mit
100 µg/ml Ampicillin versetzt.
Tabelle 2.13: Medien fu¨r die Anzucht von E.coli
Medium Komponenten
LB-Medium 10 g NaCl; 10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt ad
1000 ml H2O (pH 7,4)
LB-Agar 10 g NaCl; 10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt; 15 g
Bacto-Agar ad 1000 ml H2O (pH 7,4)
SOC-Medium 10 g Hefeextrakt; 20 g Bacto-Trypton; 10 mM NaCl;
2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM
Glucose ad 1000 ml H2O (pH 7,0)
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2.7 Reagenzien fu¨r die Immunhistochemie
Tabelle 2.14: Immunhistochemie Reagenzien
Reagenzien Herkunft
Dako REALTM Detection System K5001 DAKO, Glostrup, Da¨nemark
Antibody Diluent DAKO, Glostrup, Da¨nemark
Peroxidase-Blocking Solution DAKO, Glostrup, Da¨nemark
2.8 Monoklonale und polyklonale Antiko¨rper
Tabelle 2.15: Prima¨rantiko¨rper
Antiko¨rper Klonalita¨t Bezeichnung und Hersteller
SFRP1 polyklonal IgG Kaninchen anti-human
(H-90) sc-13939 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
SFRP1a polyklonal IgG Kaninchen anti-human
Pineda Pineda, Berlin
BDNF polyklonal IgG Kaninchen anti-human
(N-20) sc-546 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
LY96 polyklonal IgG Kaninchen anti-human
ab24182 Abcam, Cambrigde, UK
Penta His monoklonal IgG Maus anti-human
34660 Qiagen, Hilden
β-Aktin monoklonal IgG Maus anti-human
A5441 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
a nicht-kommerzieller Antiko¨rper; ein polyklonales SFRP1 Antiserum wurde durch
eine Immunisierung von Kaninchen mittels eines synthetisierten Peptids, kor-
respondierend zu den AS des SFRP1-Proteins (NH2-GPYQSGRFYTKPPQC-
COOH), durch die Firma Pineda (Berlin) hergestellt. Nach Antiko¨rper-Extraktion
wurde dieser aufgereinigt und auf Spezifita¨t getestet.
Tabelle 2.16: Sekunda¨rantiko¨rper
Antiko¨rper Klonalita¨t Bezeichnung und Hersteller
anti-Kaninchen, HRP polyklonal IgG Ziege
P0448 Dako, Glostrup, Da¨nemark
anti-Maus, HRP polyklonal IgG Ziege
P0447 Dako, Glostrup, Da¨nemark
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2.9 Molekularbiologische Kits und Reagenzien
Tabelle 2.17: Molekularbiologische und proteinbiochemische Kits
Bezeichnung Hersteller
Apo-ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche, Mannheim
ECL Western Blotting Substrate PIERCE/Perbio, Bonn
Epi Tect Control DNA Set Qiagen, Hilden
EZ-DNA Methylation KitTM Zymo Research, Bad Homburg
FuGene HD Roche, Mannheim
GoTaqr Flexi DNA Polymerase Promega, Mannheim
iQTMSYBR Green Supermix Bio-Rad, Mu¨nchen
Marker DNA 100 bp DNA Ladder, 0,1 µg/µl Fermentas, St. Leon-Rot
Mycoplasmen-Detektions PCR KitTM Minevra Biolabs, Berlin
PierceTM BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford, USA
ppm-Gro¨ßenmarker Precision Plus ProteinTM
Standard All Blue
Bio-Rad, Mu¨nchen
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
Qiagen HiSpeedr Maxi Kit Qiagen, Hilden
Reverse Transcriptase System Promega, Mannheim
Terminator Ready Reaction Mix Applied Biosystems, Darmstadt
Vivaspin6 10,000 MWCO PES Sartorius Stedim, Go¨ttingen
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2.10 Oligonukleotide
2.10.1 Oligonukleotide fu¨r die semi-quantitative Realtime-
PCR: humane Gewebe und Zelllinien
Tabelle 2.18: Oligonukleotide fu¨r Analysen an humanen Zellen
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA Zyklen Produkt
GAPDH F6 GAA GGT GAA GGT CGG AGT
CA
60◦C 40 108 bp
GAPDH R114 AAT GAA GGG GTC ATT GAT
GG
SFRP1 F AGA TGC TTA AGT GTG ACA
AGT TCC
60◦C 40 130 bp
SFRP1 R TCA GAT TTC AAC TCG TTG
TCA CAG
BDNF F AAA CAT CCG AGG ACA AGG
TG
60◦C 40 249 bp
BDNF R AGA AGA GGA GGC TCC AAA
GG
ST18 F GGA GAA GGG CAG GAT GTT
TT
57,1◦C 40 175 bp
ST18 R TTA CCT GGC GAA CGT CTA
CA
LY96 F TTC CAC CCT GTT TTC TTC
CA
57,1◦C 40 167 bp
LY96 R TGT GCA ATA ATC CTT TGG
ATC TT
MMP1 F AAG GCC AGT ATG CAC AGC
TT
58,9◦C 40 167 bp
MMP1 R TTT TCA ACT TGC CTC CCA
TC
BIN1 F GCA GAG ATG GGC AGT AAA
GG
55,8◦C 40 152 bp
BIN1 R TTG AAA TTC TGG ACG CAC
TG
RERGL F GTG AGC TTC ACT GGG CAG
AT
58,9◦C 40 183 bp
RERGL R CCT CTC GCA CAT GAC AAA
GA
WNT1 F GAA CTG TCC CAC TGC TCC
AG
60◦C 40 161 bp
WNT1 R GGT AGT CAC ACG TGC AGG
ATT
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F: Forward; R: Re-
verse.
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2.10.2 Oligonukleotide fu¨r die semi-quantitative Realtime-
PCR: murine Gewebe
Tabelle 2.19: Oligonukleotide fu¨r Analysen mit murinen Geweben
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA Zyklen Produkt
mGAPDH F GAA GGT GAA GGT CGG AGT
CA
60◦C 40 238 bp
mGAPDH R AAT GAA GGG CTC ATT GAT
GG
mSFRP1 F CAT GCA GTT CTT CGG CTT
CT
60◦C 40 163 bp
mSFRP1 R GGC CTC TGA CTT CAA CTC
GT
mBDNF F GCG CCC ATG AAA GAA GTA
AA
61,4◦C 40 143 bp
mBDNF R TTC GAT GAC GTG CTC AAA
AG
mLY96 F CTT TTC GAC GCT GCT TTC
TC
60◦C 40 161 bp
mLY96 R ATC CAT TGG TTC CCC TCA
GT
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F: Forward; R: Re-
verse.
2.10.3 Oligonukleotide fu¨r die Methylierungs-spezifische
PCR (MSP)
Tabelle 2.20: Oligonukleotide fu¨r MSP-Analysen
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA Zyklen Produkt
SFRP1 U F GTT TTG TAG TTT TTG GAG
TTA GTG TTG TGT
60◦C 38 135 bp
SFRP1 U R CTC AAC CTA CAA TCA AAA
ACA ACA CAA ACA
SFRP1 M F TGT AGT TTT CGG AGT TAG
TGT CGC GC
60◦C 38 126 bp
SFRP1 M R CCT ACG ATC GAA AAC GAC
GCG AAC G
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F: Forward; R: Re-
verse.
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2.10.4 Oligonukleotide fu¨r die Genotypisierungs-PCR der
SFRP1-Knockout Maus
Tabelle 2.21: Oligonukleotide fu¨r die Genotypisierungs-PCR der SFRP1-Knockout
Ma¨use
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA Zyklen Produkt
SFRP1 WT F CGG CCA GCG AGT ACG ACT
ACG
60◦C 35 369 bp
SFRP1 WT R TCG GGC CAG TAG AAG CCG
AAG
SFRP1 KO F GTC TCG TTG CTG CAT AAA
CC
60◦C 35 480 bp
SFRP1 KO R TCG TCT GCT CAT CCA TGA
CC
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; bp: Basenpaare; F: Forward; R: Re-
verse.
2.10.5 Oligonukleotide fu¨r die DNA-Sequenzierung nach
Sanger
Tabelle 2.22: Oligonukleotide fu¨r die Sequenzierung-PCR
Bezeichnung Sequenz 5’ → 3’ TA Zyklen
BDNF F1 AAA CAT CCG AGG ACA AGG TG 55◦C 35
BDNF F2 CTG CAA ACA TGT CCA TGA GG 55◦C 35
BDNF F3 ATT GGC TGG CGA TTC ATA AG 50◦C 35
pT-Rex-DEST30 F GAT ATC CTC GAG CCC ATC AA 55◦C 35
WNT1 F1 GTT TCT GCT ACG CTG CTG CT 55◦C 35
WNT1 F2 GAT CCT GCA CAG CGT GAG T 55◦C 35
WNT1 R1 AGC AGC AGC GTA GCA GAA AC 55◦C 35
TA: Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer; F: Forward; R: Reverse.
2.11 Vektoren
Tabelle 2.23: Verwendete Vektoren
Bezeichnung Hersteller
pEF6/V5 SFRP1 Invitrogen, Karlsruhe
pEF6/V5 His/mock Invitrogen, Karlsruhe
pMS-L-A-IV/SFRP1 Fraunhofer-IME, Aachen
pcDNA3.1 His/WNT1 Invitrogen, Karlsruhe
pT-REx-DEST30/BDNF Invitrogen, Karlsruhe
pT-REx-DEST30/mock Invitrogen, Karlsruhe
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2.12 Software und Datenbanken
Tabelle 2.24: Software und Datenbanken
Software/Datenbanken Hersteller/Webadresse
analySIS pro Software Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, Mu¨nster
Bio-Rad iQ5 Optical System Software,
Vers. 2.0
Bio-Rad, Mu¨nchen
BLAST-2-sequences Online Portal http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=
BlastHome
BRB-ArrayTools http://linus.nci.nih.gov/
BRB-ArrayTools.html
dChip https://sites.google.com/site/
dchipsoft/
ENSEMBL http://www.ensembl.org
GeneCards Datenbank http://www.genecards.org
GraphPad Prism 5 GraphPad software, La Jolla, USA
IBM SPSS Statistics 20.0 SPSS, Chicago, IL, USA
ImageJ Software National Institute of Health, USA
ImageQuant TL v2003.2 http://www.imsupport.com
Kamera/Bild-Aufnahme-Software Intas, Go¨ttingen
Kaplan-Meier Plotter Datenbank http://kmplot.com/analysis/
NanoDrop ND-1000 Vers. 3.5 NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA
Primer3 Programm http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
PUBmed Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Tecan I-Control Software Tecan, Ma¨nnedorf, Schweiz
The Cancer Genome Atlas (TCGA) https://genome-cancer.ucsc.edu/
TierBase P. Nielsen, Gundelfingen
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2.13.1 DNA-Isolation aus humanem FFPE-Gewebe
Die DNA-Isolation aus humanem FFPE-Gewebe erfolgte mit Hilfe des QIAamp
DNA Mini Kits (Qiagen, Hilden), den Herstellerangaben entsprechend. Es wur-
den jeweils 15 Schnitte mit einer Dicke von 10 µm angefertigt, wobei das Gewebe
vor dem ersten und nach dem letzten Schnitt mittels H&E-Fa¨rbung durch eine
erfahrene Pathologin begutachtet wurde. Bei den von Paraffin befreiten Ge-
weben wurden die Tumorgewebsanteile mikrodisseziert, mit 180 µl ATL-Puffer
und 20 µl einer Proteinase-K-Lo¨sung (20 µg/ml) versetzt und u¨.N. bei 56◦C
inkubiert. Am na¨chsten Morgen fu¨hrte die Zugabe von 200 µl AL-Puffer und
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eine zehnminu¨tige Inkubation bei 70◦C zur vollsta¨ndigen Lyse des Ansatzes.
Um kopra¨zipitierte RNA im Ansatz zu eliminieren, folgte ein RNAse A Verdau
(20 U in 180 µl ATL-Puffer) fu¨r 5 Min bei RT, der anschließend durch eine zehn-
minu¨tige Inkubation bei 70◦C abgestoppt wurde. Nach der Zugabe von 200 µl
100% EtOH wurde der Ansatz auf eine QIAmp-Sa¨ule u¨berfu¨hrt und bei 6.000 g
abzentrifugiert. Die Sa¨ule mit der gebundenen DNA wurde daraufhin zweimal
mit jeweils 500 µl AW-1 und AW-2 Puffer gewaschen und abschließend mit 50 µl
Tris-Puffer (10 mM; pH 7,6) eluiert (DNA-Lagerung bei -20◦C).
2.13.2 Isolation genomischer DNA aus murinen Schwanz-
spitzenbiopsien
Die Schwanzspitzenbiopsie wurde mit 750 µl Lysepuffer sowie 20 µl Proteinase K
versetzt und bei 56◦C unter Schu¨tteln u¨.N. inkubiert. Am na¨chsten Tag wurde
das verdaute Lysat gevortext und 10 Min bei 13.000 g und RT zentrifugiert.
500 µl des klaren U¨berstandes wurden in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt,
mit 500 µl Isopropanol gemischt, gevortext und bei 13.000 g und 4◦C zentrifu-
giert. Anschließend wurde das Pellet zweimal mit 500 µl 70% EtOH gewaschen
und danach bei 37◦C fu¨r ca. 5 Min getrocknet. Abschließend wurde das Pellet
in 200 µl H2O resuspendiert und fu¨r 1 h bei 37
◦C geschu¨ttelt. Nach der pho-
tometrischen Konzentrationsbestimmung wurde die DNA bis zur Durchfu¨hrung
der Genotypisierungs-PCR bei -20◦C gelagert.
2.13.3 RNA-Isolation aus Gewebe und Zelllinien
Die RNA-Isolation aus Gewebe und Zelllinien erfolgte mit dem TRIzolr-Re-
agenz (Invitrogen), entsprechend den Herstellerangaben. Fu¨r die Isolation aus
humanem FFPE-Gewebe galten die gleichen histologischen Kriterien wie bei der
DNA-Isolation (Kapitel 2.13.1). Die Zugabe von TRIzolr, welches gro¨ßtenteils
aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat besteht, fu¨hrt zur Lyse der Zellen und
schu¨tzt gleichzeitig die RNA vor dem Abbau durch RNasen.
Bei der RNA-Isolation aus humanem und murinem Gewebe wurden zehn
10 µm dicke Schnitte in einem Reaktionsgefa¨ß mit 1 ml TRIzolr gemischt. Zur
Isolation von Zellen wurde 1 ml TRIzolr auf ca. 5-10*106 Zellen gegeben und in
ein Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt (an dieser Stelle konnte das Lysat bis zur weite-
ren Behandlung bei -80◦C aufbewahrt werden). Nach fu¨nfminu¨tiger Inkubation
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bei RT wurden 200 µl Chloroform zu den Proben hinzugegeben. Die Proben
wurden gut gemischt, 3 Min bei RT inkubiert und anschließend fu¨r 15 Min
zentrifugiert (12.000 g, 4◦C), wobei es zur Phasentrennung kam. Die rote orga-
nische Phase enthielt DNA, die klare, wa¨ssrige Phase enthielt die RNA. Daher
wurde die klare Phase in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit 500 µl
Isopropanol pra¨zipitiert. Nach einer 10 minu¨tigen Inkubation bei RT folgte eine
Zentrifugation fu¨r 10 Min (12.000 g, 4◦C). Der U¨berstand wurde verworfen und
das entstandene Pellet mit 1 ml 75% EtOH (in DEPC-Wasser angesetzt) ge-
waschen. Daraufhin wurde die Probe kurz gevortext, fu¨r 5 Min abzentrifugiert
(7.600 g, 4◦C) und der U¨berstand verworfen. Das Pellet wurde getrocknet und je
nach Gro¨ße in 22-52 µl DEPC-Wasser resuspendiert. Nach der photometrischen
Konzentrationsbestimmung wurde die RNA bis zur weiteren Verwendung bei
-80◦C gelagert.
2.13.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsa¨uren
Mittels des Spektralphotometers NanoDrop ND1000 konnte die Konzentration
der DNA- und RNA-Proben bestimmt werden. Nukleinsa¨uren absorbieren spezi-
fisch bei einer Wellenla¨nge von λ = 260 nm. Daraus kann mit Hilfe des Lambert-
Beer’schen Gesetzes die Konzentration der Nukleinsa¨ure errechnet werden.
Nach der Kalibrierung des Gera¨tes mit dem Elutionsmittel wurden 2 µl der
DNA- bzw. RNA-Lo¨sung fu¨r die Bestimmung verwendet. Durch den Quotienten
E260/E280 war es mo¨glich Aussagen u¨ber die Reinheit der Proben zu treffen. Bei
DNA gilt die Probe bei einem Koeffizienten von 1,7 bis 1,9 als rein, bei RNA
bei einem Koeffizienten ≥2,0.
2.13.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)
Die cDNA-Synthese (engl.: copy DNA) wurde mit dem Reverse Transcription
System (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Fu¨r das
Umschreiben der RNA in cDNA wurde 1 µg RNA in 8,9 µl DEPC-Wasser
gelo¨st und bei 70◦C fu¨r 10 Min inkubiert. Dieser Schritt fu¨hrte zur Auflo¨sung
von Sekunda¨rstrukturen.
Die Komponenten des Reaktionsmixes fu¨r die Reverse Transkription sind in
Tabelle 2.25 aufgefu¨hrt.
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Tabelle 2.25: Reaktionsmix einer typischen cDNA-Synthese
Volumen Komponente
4 µl MgCl2 (25 mM)
2 µl 10x RT-Puffer
2 µl dNTP Mix (je 10 mM)
0,5 µl RNase Inhibitor (40 U/µl)
0,6 µl AMV Reverse Transkriptase (25 U/µl)
0,5 µl Oligo dT-Primer
0,5 µl Random-Primer
Nach Zugabe des Reaktionsmixes wurde der Ansatz 10 Min bei RT inku-
biert, damit die Primer hybridisieren konnten. Daraufhin erfolgte bei 42◦C fu¨r
15 Min die Synthese der cDNA und abschließend kam es durch eine fu¨nfminu¨tige
Inkubation bei 95◦C zur Enzym-Inaktivierung. Die synthetisierte cDNA wurde
bei -20◦C gelagert.
2.13.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist ein Verfah-
ren zur Amplifikation beliebiger Nukleinsa¨ureabschnitte. Ein klassischer PCR-
Ansatz besteht aus der Template-DNA, zwei Oligonukleotiden (ca. 20 bp lange,
synthetisch hergestellte Primer, die die Zielsequenz eingrenzen), den vier ver-
schiedenen Nukleotiden, einer hitzestabilen DNA-Polymerase wie z.B. der Taq-
Polymerase, Mg2+-Ionen (Ko-Faktoren der Taq-Polymerase) und einem PCR-
Puffer. Eine PCR durchla¨uft 20 bis 40 Zyklen, die sich aus folgenden drei Schrit-
ten zusammensetzen:
1. Denaturierung: Die doppelstra¨ngige DNA wird durch Erhitzen auf 95◦C
denaturiert.
2. Primer-Anlagerung: Die Primer ko¨nnen bei einer spezifischen Anlagerungs-
Temperatur (50-60◦C) mit ihren komplementa¨ren Sequenzen in der einzelstra¨ngi-
gen DNA hybridisieren.
3. Elongation: Bei einer Temperaturerho¨hung auf 72◦C, welches das Tempe-
raturoptimum der Taq-Polymerase ist, lagert diese ausgehend von den Primern
Nukleotide jeweils an die freie OH-Gruppe am 3’-Ende an.
Idealerweise wird bei jedem Zyklus die Anzahl der DNA-Fragmente verdoppelt,
sodass es zu einer exponentiellen Synthese der DNA kommt.
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2.13.7 Genotypisierungs-PCR
Zur Bestimmung des jeweiligen Genotyps der SFRP1-Knockout Maus-Nachkom-
men wurde eine Multiplex-Genotypisierungs-PCR mit zwei Primerpaaren durch-
gefu¨hrt. Dazu wurde sowohl ein Primerpaar fu¨r die spezifische Detektion vom
Wildtyp-Allel als auch eins fu¨r das mutierte SFRP1 -Allel verwendet. Die Ta-
bellen 2.26 und 2.27 zeigen die Zusammensetzung des Reaktionsmixes und die
Standardbedingungen der Genotypisierungs-PCR.
Tabelle 2.26: Reaktionsmix einer typischen Genotypisierungs-PCR
Volumen Komponente
5 µl PCR-Puffer (5x)
1,5 µl MgCl2 (25mM)
2 µl dNTPs (2,5 mM)
1 µl Primer SFRP1 WT F
1 µl Primer SFRP1 WT R
1 µl Primer mut F
1 µl Primer mut R
0,25 µl Taq-Polymerase (5U/µl)
50 ng DNA
ad 25 µl H2O
Tabelle 2.27: Temperaturprofil einer typischen Genotypisierungs-PCR
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale Denaturierung 94◦C 3 Min 1x
Denaturierung 94◦C 1 Min
Primer-Anlagerung 60◦C 1 Min 35x
Elongation 72◦C 1 Min
Finale Elongation 72◦C 3 Min 1x
Ku¨hlen 4◦C ∞ 1x
Das murine SFRP1 -Gen besteht aus 3 Exons. In homozygoten SFRP1-
Knockout Ma¨usen ist das erste Exon stromaufwa¨rts der Kpn1 Restriktions-
schnittstelle durch eine LacZ-Neomycin-Genkassette ersetzt worden (Abbildung
2.1A). Dadurch entsteht ein SFRP1-LacZ-Knockin Allel, welches anstelle der
SFRP1-Expression die Gene LacZ (β-Galaktosidase) und Neomycin unter der
Kontrolle des nativen SFRP1 -Promotors exprimiert. Das Primerpaar zur Detek-
tion des Wildtyps amplifiziert eine 369 bp lange Sequenz aus Exon 1, wohingegen
das zweite Primerpaar zur Detektion des mutierten Allels im LacZ-Konstrukt
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bindet und dadurch ein 480 bp langes Stu¨ck der insertierten LacZ-Sequenz ver-
vielfa¨ltigt. Eine einzelne Bande im Gelbild bei 369 bp weist somit Wildtyp-
Sequenzen nach, wa¨hrend eine einzelne Bande bei 480 bp den homozygoten Ge-
notyp einer SFRP1-Knockout Maus charakterisiert. Sind beide Fragmentgro¨ßen
im Gel sichtbar, so handelt es sich um die DNA heterozygoter SFRP1-Knockout
Ma¨use, die u¨ber beide Allele verfu¨gen (Abbildung 2.1B).
Abbildung 2.1: SFRP1-LacZ-Knockin Genkonstrukt. (A) Gezeigt ist eine schema-
tische Darstellung der genomischen Struktur fu¨r das SFRP1 -Wildtyp-Gen (WT) und das
SFRP1-LacZ-Knockin Allel (SFRP1lacZ). Die Lokalisation von Exon 1 und den entsprechen-
den Restriktionsschnittstellen der modifizierten SFRP1 -Genregion sind dargestellt. In (B)
ist die gelelektrophoretische Auftrennung einer Genotypisierungs-PCR mit Wildtyp Primern,
die ein Produkt der Gro¨ße von 369 bp aus Exon 1 amplifizieren und Primern, die im mu-
tierten SFRP1 -Gen innerhalb der LacZ-Neomycin-Genkassette ein 480 bp langes Produkt
amplifizieren, abgebildet. Alle drei mo¨glichen Genotypen (Wildtyp: SFRP1+/+; Heterozygot:
SFRP1+/−; Homozygot: SFRP1−/−) konnten identifiziert werden (Quelle: [117]).
2.13.8 Semiquantitative Real-Time-PCR
Die Real-Time PCR beruht auf dem Prinzip der herko¨mmlichen PCR und
ermo¨glicht Aussagen u¨ber die relative Expression von Genen.
Fu¨r die Real-Time PCR wurde isolierte RNA in cDNA umgeschrieben, wel-
che dann fu¨r die PCR eingesetzt wurde. Die Real-Time PCR hat im Gegensatz
zur konventionellen PCR den Vorteil, dass das PCR-Produkt schon wa¨hrend der
Amplifikation nachgewiesen werden kann und eine exakte Quantifizierung der
doppelstra¨ngigen DNA wa¨hrend der exponentiellen Phase mo¨glich ist. Durch
den Einsatz des fluoreszierenden Reporterfarbstoffs SYBR Green I wird diese
Echtzeit-Messung ermo¨glicht. Solange dieser Fluoreszenzfarbstoff frei in Lo¨sung
vorliegt, fluoresziert er nicht. Interkaliert er jedoch in die kleine Furche der
DNA, bildet sich ein DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex, der blaues Licht bei
λmax = 498 nm absorbiert und gru¨nes Licht bei λmax = 522 nm emittiert.
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Die Zunahme der Fluoreszenz steht somit in Relation zu der gebildeten Men-
ge an PCR-Produkt. Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung
des Schwellenwertes der Fluoreszenz, dem CT -Wert (Cycle-Threshold). Der CT -
Wert gibt den PCR-Zyklus an, in dem die Fluoreszenz erstmals signifikant
die Hintergrund-Fluoreszenz u¨bersteigt. Ru¨ckschlu¨sse auf die Ausgangsprodukt-
menge werden so in Relation zu einem Referenzgen mo¨glich.
Primer-Design
Beim Design von Primern fu¨r die Real-Time PCR wurde darauf geachtet, dass
die Primerpaare intronu¨berspannend sind, um eine Amplifikation genomischer
DNA zu vermeiden. Zusa¨tzlich wurde beachtet, dass beide Primer eines Primer-
paares eine a¨hnliche Schmelztemperatur besaßen.
Durchfu¨hrung
Die Real-Time PCR wurde mit dem Light Cycler IQ5 (BioRad) entsprechend
den Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Die Komponenten eines Standard-PCR-
Ansatzes sind in Tabelle 2.28 dargestellt.
Tabelle 2.28: Reaktionsmix einer typischen Real-Time PCR
Volumen Komponente
10 µl SYBR-Green Mastermix (BioRad)
0,5 µl 3-Primer (10 µM)
0,5 µl 5-Primer (10 µM)
1 µl cDNA (0,05 µg/µl)
8 µl H2O
Jede Probe wurde im Dreifach-Ansatz gemessen. Tabelle 2.29 zeigt das typische
Temperaturprofil einer Real-Time PCR.
Tabelle 2.29: Temperaturprofil einer typischen Real-Time PCR
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale Denaturierung 95◦C 3 Min 1x
Denaturierung 95◦C 15 Sek
Primer-Anlagerung 55-65◦C 15 Sek 40x
Elongation 72◦C 20 Sek
Finale Elongation 72◦C 1 Min 1x
Schmelzkurve 55-99◦C 15-20 Min 1x
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Schmelzkurvenanalyse
SYBR-Green interkaliert in doppelstra¨ngige DNA und unterscheidet nicht zwi-
schen korrektem Produkt und Artefakten wie z.B. Primerdimeren. Daher ist ei-
ne Schmelzkurvenanalyse wichtig, um sicherzustellen, dass spezifische Produkte
gebildet werden.
Eine schrittweise Temperaturerho¨hung fu¨hrt zur DNA-Denaturierung und
somit gleichzeitig auch zu einer Freisetzung der Fluorochrome. Die Schmelztem-
peratur ha¨ngt dabei maßgeblich von der Fragmentla¨nge und dem GC-Gehalt ab.
Die Schmelzkurven ergeben sich aus der ersten Ableitung (dF/dT) der Funktion
Fluoreszenzintensita¨t (F) in Abha¨ngigkeit von der Temperatur (T).
Das Produkt eines jeden Primerpaares hat eine spezifische Schmelztempe-
ratur. Zur U¨berpru¨fung der Reinheit kann der PCR-Ansatz außerdem auf ein
2%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt werden.
Analyse der relativen Expression
Als interne Kontrolle wurde das Haushaltsgen (engl. housekeeping gene) GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) mitgemessen. Fu¨r die Bestimmung
der relativen Expression des Zielgens wurden die aus der Dreifach-Bestimmung
gemittelten CT -Werte von Zielgen und Referenzgen (GAPDH ) derselben cDNA
zueinander ins Verha¨ltnis gesetzt.
Zuerst wurde die Differenz der gemittelten CT -Werte (∆CT ) zwischen Zielgen
und Referenzgen berechnet:
∆CT = Mittelwert (CT Zielgen) - Mittelwert (CT Referenzgen).
Im Folgenden wurde die Differenz (∆∆CT ) zwischen zwei Proben (z.B. Probe 1
= Leerklon, Probe 2 = Vollklon) berechnet:
∆∆CT= ∆CT Probe 1 - ∆CT Probe 2.
Abschließend wurde die relative Expression fu¨r jede Probe wie folgt berechnet:
Expressionslevel = 2−∆∆CT .
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2.13.9 Agarosegel-Elektrophorese
Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Gro¨ße erfolgte durch die Agaro-
segel-Elektrophorese. Dazu wurden 2% Agarose in 1x TBE-Puffer aufgekocht,
bis sich die Agarose vollsta¨ndig gelo¨st hatte. Wenn die flu¨ssige Agarose unter
Ru¨hren auf ca. 60◦C abgeku¨hlt war, wurde sie mit dem in die DNA interka-
lierenden Fluoreszenz-Farbstoff Ethidiumbromid (1 µg/ml) versetzt und in ei-
ne Elektrophoresekammer mit eingesetztem Geltra¨ger und Ka¨mmen gegossen.
Nach dem Ausha¨rten des Gels konnten die Ka¨mme entfernt werden und das
Gel in eine mit Ethidiumbromid-haltigem 1x TBE-Puffer gefu¨llte Gelkammer
gesetzt werden, sodass das Gel gerade mit Puffer bedeckt war. Die PCR-Proben
wurden im Verha¨ltnis 1:4 mit Ladepuffer gemischt. Ein DNA-La¨ngenstandard
(100 bp Gro¨ßenstandard der Firma Fermentas) und die PCR-Proben wurden
in die Geltaschen pipettiert und die Elektrophorese fu¨r 30-60 Min bei einer
Feldsta¨rke von 5 Volt/cm durchgefu¨hrt. Dabei wanderte die negativ geladene
DNA zur Anode, wobei kleine Fragmente schneller durch das Gel gelangten als
große Fragmente. Des Weiteren interkalierte das Ethidiumbromid, welches durch
Anregung mit UV-Licht fluoresziert, in die kleine Furche der DNA. So konnten
die DNA-Banden mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht werden.
2.13.10 Bisulfit-Umwandlung genomischer DNA
Die Bisulfit-Umwandlung genomischer DNA stellt die Grundlage fu¨r die Detek-
tion von DNA-Methylierungen dar. Bei dieser Methode nutzt man die kataly-
tische Wirkung von Natriumbisulfit (NaHSO3), unmethylierte Cytosine in ein-
zelstra¨ngiger DNA hydrolytisch zu Uracil zu desaminieren. Im Gegensatz dazu
sind methylierte Cytosine gegen diese Konversion resistent und bleiben erhal-
ten. Dadurch ko¨nnen nun unmethylierte Cytosine (zu Uracil desaminiert) und
5-Methylcytosine eindeutig voneinander in der Sequenz unterschieden und mit-
tels Methylierungs-spezifischer PCR detektiert werden. Abbildung 2.2 zeigt den
chemischen Reaktionsablauf der Umwandlung eines unmethylierten Cytosins zu
Uracil.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer Bisulfit-Konversion. In einem ersten
Schritt wird das unmethylierte Cytosin am C6-Atom bei hoher Bisulfitkonzentration und
aziden Bedingungen sulfoniert. Anschließend kommt es zur hydrolytischen Desaminierung der
Aminogruppe am C4-Atom. Im weiteren Verlauf wird das Uracilsulfonat desulfoniert. Somit
wird ein Cytosin zu Uracil konvertiert (vera¨ndert nach: [118]).
Die Bisulfit-Umwandlung genomischer DNA erfolgte entsprechend den Her-
stellerangaben mit dem EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Mann-
heim). Dazu wurden 500 ng DNA in 45 µl ddH2O vorgelegt und mit 5 µl M-
Dilutionspuffer fu¨r 15 Min bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden die Proben
mit 100 µl Konversions-Reagenz gemischt und fu¨r 16 h bei 50◦C inkubiert, wo-
bei es zur Sulfonierung der Cytosine kam. Nach dieser Inkubationszeit wurden
die Proben auf Eis gelagert und mit 400 µl M-Bindungspuffer versetzt. Dieses
Gemisch wurde auf eine Sa¨ule u¨berfu¨hrt und zentrifugiert. Nach einem Wasch-
schritt mit 200 µl Waschpuffer wurden die Proben durch Zugabe von 200 µl
M-Desulfonierungspuffer fu¨r 10 Min unter basischen Bedingungen desulfoniert.
Im Anschluss folgten zwei weitere Waschschritte mit nachfolgender Zentrifu-
gation. Abschließend erfolgte die DNA-Elution von der Sa¨ule mit 25 µl M-
Elutionspuffer.
2.13.11 Methylierungs-spezifische PCR (MSP)
Basierend auf der Methode von Herman et al. (1996) wurde die MSP als Hot-
Start-PCR-Variante durchgefu¨hrt [119]. Das bedeutet, dass die Taq-Polymerase
erst nach einem initialen Denaturierungsschritt hinzugegeben wird, um unspe-
zifische Amplifikationsprodukte wa¨hrend der Aufheizphase zu vermeiden. Die
Bisulfit-konvertierte DNA wurde mit zwei verschiedenen Primerpaaren, von de-
nen ein Paar spezifisch fu¨r methylierte DNA-Sequenzen (M-Primer) und das an-
dere Paar spezifisch fu¨r urspru¨nglich unmethylierte Sequenzen war (U-Primer),
in getrennten Ansa¨tzen amplifiziert (siehe Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.3: Darstellung der Sequenza¨nderung durch die Bisulfit-Umwandlung
und MSP. Durch die Bisulfit-Umwandlung wurden unmethylierte Cytosine zu Uracil desa-
miniert (blau), wohingegen methylierte Cytosine gegen die Konversion resistent waren (rot).
Anschließend konnte diese Sequenza¨nderung mittels spezifischer Primer, die jeweils komple-
menta¨r fu¨r die methylierte bzw. unmethylierte DNA-Sequenz waren, amplifiziert und durch
Agarosegel-Elektrophorese sichtbar gemacht werden.
In den folgenden Tabellen 2.30 und 2.31 sind ein Standardansatz sowie das
Temperaturprofil einer MSP dargestellt.
Tabelle 2.30: Reaktionsmix einer typischen MSP
Volumen Komponente
2,5 µl MSP-Puffer (10x)
1,25 µl dNTPs (25 mM)
1 µl Primermix U bzw. M (10 µM)
1 µl DNA-Template (20 ng/µl)
14,25 µl ad 25µl ddH2O
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Tabelle 2.31: Temperaturprofil einer typischen MSP
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale Denaturierung 95◦C 5 Min 1x
Zugabe der Taq-Polymerase 80◦C 5 Min 1x
Denaturierung 95◦C 30 Sek
Primer-Anlagerung 60◦C 30 Sek 38x
Elongation 72◦C 30 Sek
Finale Elongation 72◦C 10 Min 1x
Ku¨hlen 4◦C ∞ 1x
Durch eine Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarosegel-Elektropho-
rese war es anschließend mo¨glich, methylierte und unmethylierte DNA zu diffe-
renzieren.
2.13.12 Transformation von E.coli
Die Vermehrung der verwendeten Plasmide wurde mit Hilfe einer Elektropo-
ration in elektrokompetente E.coli -Zellen durchgefu¨hrt. Mit dieser Methode
kann eine Transformationseffizienz von 109 transformierten Zellen pro Mikro-
gramm DNA erzielt werden [120]. In 50 µl des E.coli Stammes JM 83 wur-
den jeweils 10 ng Plasmid-DNA gegeben und vorsichtig gemischt. Das Gemisch
wurde ohne Schaum- und Luftblasenbildung in eine spezielle Elektroporations-
Ku¨vette u¨berfu¨hrt. Die Elektroporation erfolgte bei einer Einstellung von ma-
ximal 2,5 kV, einem Low Range von 200 Ohm und einem High Range von
600 Ohm fu¨r 4-5 Millisekunden. Anschließend wurden 500 µl SOC-Medium in
die Ku¨vette pipettiert, der gesamte Ansatz gut gemischt in ein neues Reakti-
onsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und fu¨r 30 Min bei 37◦C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden
50 µl und 150 µl der transformierten E.coli -Suspensionen auf ampicillinhaltigen
LB-Platten ausplattiert. Das Ampicillin diente als Selektionsmittel, da alle Vek-
toren eine Ampicillinresistenz trugen. Als Positivkontrolle wurden die Ansa¨tze
zusa¨tzlich noch auf jeweils einer LB-Platte ohne Antibiotikum ausplattiert. Die
Platten wurden u¨.N. bei 37◦C im Brutschrank inkubiert.
2.13.13 Plasmid-Isolation
Die Maxi-Pra¨paration der Plasmide wurde mittels HiSpeedr Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Dazu wurden am Vor-
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tag von den LB-Ampicillin-Platten einzelne Klone gepickt und damit Flu¨ssig-
Vorkulturen aus 5 ml ampicillinhaltigem LB-Medium (100 µg/ml) angeimpft.
Diese wurden fu¨r ca. 6 h bei 37◦C und 150 rpm auf einem Schu¨ttler inkubiert.
Mit 300 µl der Vorkulturen wurden die Hauptkulturen (150 ml LB-Medium
fu¨r high-copy-Plasmide) angeimpft und u¨.N. bei 37◦C und 150 rpm auf einem
Schu¨ttler inkubiert. Am na¨chsten Morgen wurden die Bakterienkulturen in Zen-
trifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt und bei 6.000 rpm und 4◦C fu¨r 15 Min zentrifugiert.
Durch verschiedene Filter und Waschpuffer, die im Plasmid Maxi Kit vorhanden
waren, wurden die Bakterienzellen lysiert und das Lysat gereinigt. Dieses wur-
de anschließend auf die Qiagen-Tips gegeben, wobei die Plasmid-DNA aufgrund
ihrer negativen Ladung an die positiv geladene Anionenaustauscher-Matrix der
Filter gebunden wurde. Nach einigen Waschschritten wurde die Plasmid-DNA
durch Zugabe eines Hochsalz-Puffers eluiert und im Anschluss mit Isopropa-
nol gefa¨llt. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch die Behandlung mit 75%
EtOH und einem Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fu¨r 5 Min. Abschlie-
ßend wurde das Pellet in 10 mM Tris-HCl (pH 8,5) gelo¨st. Die Konzentration
der gewonnenen Plasmid-DNA wurde am NanoDrop ND1000 bestimmt und die
Plasmid-DNA bis zur Sequenzierung bei -20◦C gelagert.
2.13.14 DNA-Sequenzierung nach Sanger
Mit Hilfe der Didesoxymethode nach Sanger kann die genaue Nukleotidsequenz
eines DNA-Abschnittes bestimmt werden [121]. Hierbei werden einem norma-
len PCR-Ansatz zusa¨tzlich noch fluoreszensmarkierte Didesoxyribonucleosidtri-
phosphate (ddNTPs) hinzugefu¨gt. Da diesen ddNTPs an der 3’-Postition die
Hydroxylgruppe fehlt, fu¨hrt ein Einbau eines ddNTPs wa¨hrend der Elongati-
onsphase zum Kettenabbruch, weil die DNA-Polymerase kein weiteres Nukleotid
an den synthetisierten Strang anha¨ngen kann. Dies resultiert in unterschiedlich
langen DNA-Fragmenten, durch deren fluoreszenzmarkierten Enden man die
Sequenz des DNA-Abschnittes ermitteln kann.
Der in dieser Arbeit verwendete Terminator Ready Reaction Mix (Applied
Biosystems, Darmstadt) enthielt alle fu¨r die Sequenzierungs-PCR notwendi-
gen Komponenten. Ein Sequenzierungs-PCR-Ansatz sowie das Temperaturprofil
sind in den folgenden Tabellen 2.32 und 2.33 dargestellt.
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Tabelle 2.32: Reaktionsmix einer typischen Sequenzierungs-PCR
Volumen Komponente
2 µl Terminator Ready Reaction Mix
2 µl 5x Sequencing Buffer
0,5 µg DNA-Template
1 µl Primer (10 pmol/µl)
ad 20 µl Aqua dest.
Tabelle 2.33: Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Aktivierung der DNA-Polymerase 96◦C 4 Min 1x
Denaturierung 96◦C 15 Sek
Primer-Anlagerung 55◦C 15 Sek 35x
Elongation 60◦C 4 Min
Ku¨hlen 4◦C ∞ 1x
Um die no¨tige Reinheit der PCR-Produkte zu erreichen, mussten diese im
Anschluss an die PCR gefa¨llt werden. Dies erfolgte durch die Zugabe von HPLC-
Wasser, 3 M Natriumacetatlo¨sung (pH 4,6) und 100% EtOH zu dem PCR-
Produkt. Nach einem folgenden Waschschritt mit 70% EtOH wurde das ge-
trocknete Pellet in 25 µl Formamid aufgenommen. Die Analyse wurde auf dem
ABI PRISMTM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt) durch-
gefu¨hrt, wobei die Auswertung mittels Kapillarelektrophorese erfolgte und die
Farbfolge mit Hilfe eines Lasers detektiert wurde. Anhand dieser Farbfolge konn-
te die DNA-Sequenz dargestellt werden.
2.13.15 Microarray-Analyse
Die Durchfu¨hrung der Microarray-Analysen der stabil transfizierten BT-20 und
SK-BR-3-Zellen erfolgte in Kooperation mit der Chip Facility des IZKF in der
Uniklinik RWTH Aachen (Leiter der Chip Facility : Dr. Bernd Denecke). Die
aus den verschiedenen Klonen isolierte RNA wurde in der Chip Facility auf ihre
Qualita¨t hin u¨berpru¨ft, mittels Reverser Transkription umgeschrieben, biotiny-
liert und zur Sondengro¨ße fragmentiert. Zum Einsatz kamen GeneChip Human
Genome U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), mit denen
jeweils u¨ber 47.000 Transkripte untersucht werden konnten. Die von der Chip
Facility erzeugten Rohdaten konnten dann sowohl mit Hilfe der Software dChip
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[122] als auch mit dem Programm BRB-ArrayTools Version 4.3.1 [123] ausgewer-
tet werden. Eine Vergleichsanalyse (engl. class comparison) zwischen der Grup-
pe der Leerklone und der Gruppe der SFRP1-Klone fu¨hrte zur Identifikation
von differenziell exprimierten Genen. Die gefundenen Gene wiesen hierbei eine
signifikante (P<0,05) im Minimum zweifache Differenz der Expressionslevel zwi-
schen den beiden Gruppen auf. Besaßen weniger als 20% der Expressionswerte
eine mindestens zweifache Differenz in beide Richtungen der medianen Expres-
sion, so fu¨hrte dies zu einem Ausschluss der Gene von der Analyse. Nachfolgend
wurden die detektierten Kandidatengenlisten in der biomedizinischen Gen On-
tologie Datenbank (GO, gene ontology) annotiert. Hierbei mussten GO Klassen
mit mindestens fu¨nf Beobachtungen in den jeweiligen Subgruppen
”
Zellula¨re
Komponente“ (CC, cellular component),
”
Molekulare Funktion“ (MF, mole-
cular function) und
”
Biologischer Prozess“ (BP, biological process) sowie ein
”
Beobachtet vs. Erwartet“ Verha¨ltnis von mindestens zwei vorliegen. Mit Hilfe
einer Genset-Vergleichsanalyse a¨hnlich zu der von Subramanian et al. (2005)
beschriebenen Genanalyse konnten differenziell exprimierte Gene des gesamten
Microarrays in GO Kategorien eingeteilt werden [124]. Zur Identifikation sig-
nifikanter (P<0,05) Gensets wurden die LS/KS Permutation Tests sowie der
Efron-Tibishirani’s GSA Test durchgefu¨hrt.
2.14 Proteinchemische Methoden
2.14.1 Gewebeschnitte aus kryokonserviertem Frischge-
webe
Schnitte aus kryokonserviertem Frischgewebe wurden am Kryotom HM560 (Mi-
crom Laborgera¨te, Walldorf) angefertigt. Zur Fixierung wurde das Gewebe auf
einem Metallsockel in Tissue-Tek Flu¨ssigkeit eingebettet, welche im Kryotom
(-50◦C) reversibel erstarrt. Nachdem das Gewebe auf dem Metallsockel im Kryo-
tom eingespannt wurde, konnten je nach Anwendung Gewebeschnitte beliebiger
Dicke angefertigt werden. Fu¨r H&E Fa¨rbungen wurden 6 µm dicke Schnitte
auf Objekttra¨ger aufgezogen. Zehn Schnitte mit einer Dicke von 10 µm wur-
den fu¨r die Extraktion von DNA und RNA (Kapitel 2.13.1 und 2.13.3) in ein
vorgeku¨hltes Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt.
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2.14.2 Gewebeschnitte aus Paraffinmaterial
Zur Herstellung von Gewebeschnitten aus in Paraffin eingebetteten Geweben
wurden am Mikrotom zuna¨chst 2 µm dicke Paraffinschnitte angefertigt. Zur
Entfaltung wurden die Schnitte in 37◦C warmes Wasser gelegt, so dass sich die
Schnitte durch die Oberfla¨chenspannung des Wassers streckten und auf der Was-
seroberfla¨che glatt auflagen. Die Schnitte wurden dann auf einen Objekttra¨ger
aufgezogen und bei RT gelagert.
2.14.3 H&E Fa¨rbungen an Gewebeschnitten
Zuna¨chst wurden die Objekttra¨ger mit den Paraffinschnitten 1 h bei 60◦C ent-
paraffiniert. Dann wurden diese Schnitte schrittweise rehydriert, indem sie fol-
gende Inkubationsschritte durchliefen:
Xylol 3x 5 Min
100% Ethanol 2x 1 Min
95% Ethanol 2x 1 Min
70% Ethanol 1x 1 Min
H2O kurz spu¨len
Die anschließende Fa¨rbereihe bestand aus folgenden Schritten:
Ha¨malaun 10 Min
H2O kurz spu¨len
Bla¨uen 10 Min warmes Leitungswasser
H2O kurz spu¨len
Eosin 30-60 Sek
H2O kurz spu¨len
70% Ethanol 30 Sek
96% Ethanol 1 Min
100% Ethanol 2x 3 Min
Xylol 2x 5 Min
Die Schnitte aus kryokonserviertem Frischgewebe durchliefen nur die Fa¨rbereihe
ohne vorausgehende Rehydrierung. Anschließend wurden alle Schnitte mit einem
Tropfen Vitrocludr und einem Deckgla¨schen luftblasenfrei eingedeckelt.
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2.14.4 Immunhistochemie (IHC) mit paraffinfixiertem Ge-
webe
Die immunhistochemische Fa¨rbung dient dazu, Proteine in Gewebeschnitten
mittels spezifischer Antiko¨rperbindungen sichtbar zu machen, um so Aussagen
u¨ber die Lokalisation und Expression der Proteine im Gewebe treffen zu ko¨nnen.
Innerhalb dieses Projektes wurden die SFRP1- und BDNF-Proteinexpressionen
an FFPE-Mammageweben untersucht. Die IHC wurde mit dem Dako REALTM
Detection System Kit K5001 (Dako, Glostrup, Da¨nemark), den Herstelleranga-
ben entsprechend, durchgefu¨hrt. Die Detektion der Proteine beruht in diesem
System auf einer enzymatischen Reaktion, bei der das Substrat 3,3’-Diamino-
benzidin (DAB) durch die Meerrettichperoxidase (HRP) in ein braunes Endpro-
dukt oxidiert, welches die spezifische Prima¨r-Antiko¨rperbindung an das Antigen
(SFRP1 bzw. BDNF) sichtbar macht.
Nachdem die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte u¨.N. bei 37◦C ge-
trocknet waren, erfolgte die Deparaffinierung in Xylol, gefolgt von einer abstei-
genden Alkoholreihe zur Rehydrierung (Tabelle 2.34).
Tabelle 2.34: Absteigende Alkoholreihe fu¨r die IHC
Lo¨sung Zeit
Xylol 100% 3x 5 Min
Ethanol 100% 2x 1 Min
Ethanol 96% 2x 1 Min
Ethanol 70% 1x 1 Min
VE-Wasser 1x 1 Min
Anschließend wurden die Gewebeschnitte zur Epitop-Demaskierung in ei-
ner mit Zitratpuffer (pH 7,2) gefu¨llten Ku¨vette fu¨r 15 Min in der Mikrowelle
(200 W) erhitzt, 20 Min bei RT abgeku¨hlt und in Chamber-Slides eingespannt.
Zur Hemmung der endogenen Peroxidasen wurden die Objekttra¨ger fu¨r 5 Min
mit 100 µl Peroxidase-Blocking Solution (Dako, Glostrup, Da¨nemark) behan-
delt. Es folgte eine Inkubation mit 100 µl des Prima¨rantiko¨rpers, der in An-
tibody Diluent (Dako, Glostrup, Da¨nemark) verdu¨nnt wurde (Antiko¨rperver-
du¨nnung fu¨r SFRP1: 1:3000 fu¨r 1 h; BDNF: 1:100 u¨.N. bei 4◦C). Nach ei-
nem Waschschritt mit Waschpuffer wurden die Gewebeschnitte fu¨r 30 Min mit
dem Sekunda¨rantiko¨rper (biotinylierte Ziege Anti Maus/Kaninchen-Ig) inku-
biert. Daraufhin wurde erneut gewaschen und die mit biotinyliertem Sekunda¨r-
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Antiko¨rper inkubierten Gewebeschnitte wurden fu¨r 10 Min mit 100 µl einer Per-
oxidase (HRP)-konjugierten Streptavidin-Lo¨sung versetzt. Anschließend wurde
das Substrat Chromogen DAB (1:50) hinzugegeben, welches durch die HRP
zu einem braunen Farbstoff umgesetzt wurde. Die Gewebeschnitte wurden fu¨r
5 Min mit Mayers Ha¨malaun gegengefa¨rbt und das Bla¨uen erfolgte fu¨r 10 Min in
handwarmem Leitungswasser. Abschließend wurden die Gewebeschnitte in der
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (Tabelle 2.35) und mit Vitrocludr ein-
gedeckelt. Die Auswertung der Fa¨rbung erfolgte lichtmikroskopisch durch eine
erfahrene Pathologin.
Tabelle 2.35: Aufsteigende Alkoholreihe fu¨r die IHC
Lo¨sung Zeit
VE-Wasser 1x 1 Min
Ethanol 70% 1x 1 Min
Ethanol 96% 1x 1 Min
Ethanol 100% 1x 1 Min
Xylol 100% 2x 5 Min
2.14.5 Herstellung von Proteinlysaten
Zur Isolation von Gesamtprotein aus Zellen wurden 2*105 Zellen mit PBS ge-
waschen und mit 350 µl NuPage Sample Buffer lysiert. Um die Zellen aufzu-
schließen, wurden die Lysate anschließend zwei- bis dreimal fu¨r 15 Sek bei 35%
Intensita¨t und 9 Zyklen mit dem Sonifizierer SONOPLUS HD2070 (Bandelin
electronic, Berlin, Deutschland) sonifiziert. Bei diesem Schritt wurden die Pro-
ben auf Eis gehalten. Abschließend wurde der Ansatz bei 4◦C fu¨r 30 Min bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um verbliebene Zelltru¨mmer zu ent-
fernen. Der U¨berstand wurde in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und bei
-80◦C aufbewahrt.
2.14.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)
Proteine ko¨nnen mit Hilfe der diskontinuierlichen denaturierenden Sodiumdode-
cylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer Gro¨ße auf-
getrennt werden. SDS, welches im Probenpuffer enthalten ist, ist ein anionisches
Detergenz, das stark negativ geladen ist, sich an die Proteine anlagert und
sie denaturiert. Durch das SDS wird außerdem die Eigenladung der Proteine
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u¨berdeckt, wodurch die Proteine weitgehend unabha¨ngig von ihrer Ladung und
nur anhand ihrer Gro¨ße aufgetrennt werden ko¨nnen. Die negative Nettoladung
des Proteins ist somit proportional zu seinem Molekulargewicht.
Vor dem Auftragen wurden die Proben bei 95◦C fu¨r 5 Min aufgekocht,
was zu einer Auflo¨sung der Sekunda¨r- und Tertia¨rstrukturen durch das Spalten
der Wasserstoffbru¨ckenbindungen fu¨hrte. Zusa¨tzlich wurden die Disulfitbru¨cken
durch das im Probenpuffer enthaltene DTT (Dithiothreitol) gespalten. Wurde
dann ein elektrisches Feld angelegt, wanderten alle Proteine zur Anode, wobei
die Wanderungsgeschwindigkeit von der Ladungsmenge und somit auch von der
Gro¨ße des Proteins abhing. Kleine, schwach negativ geladene Proteine wander-
ten schneller durch das Gel als große, stark negativ geladene Proteine. Verwendet
wurde ein NuPAGE Mini Gel der Firma Invitrogen (4-12% Bis-Tris), das u¨ber
dem eigentlichen Trenngel (4-12%; pH 8,8) ein Sammelgel (pH 6,8) enthielt. Das
Sammelgel diente der Aufkonzentrierung der Proteine und ermo¨glichte somit ei-
ne ho¨here Bandenscha¨rfe.
Das Gel wurde mit H2O abgespu¨lt und in eine Gelkammer (Novex Mini
Cell, Invitrogen, Carlsbad, USA) eingesetzt. Als Gro¨ßenstandard wurden 10 µl
ppm Marker (Precision Plus ProteinTM Standard All Blue, Biorad) aufgetragen
und die verbliebenen Geltaschen wurden mit je 20 µl der Proteinlysate beladen.
Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100 V, bis die blaue
Farbstoffbande (Bromphenolblau) das Ende des Trenngels erreicht hatte.
2.14.7 Western-Blot
Der Western-Blot ermo¨glicht einen spezifischen Nachweis von Proteinen mit
Hilfe enzymgekoppelter Antiko¨rper. Nach der Auftrennung der Proteine im Gel
wurden diese auf eine Nitocellulosemembran transferiert. Die Immunodetektion
erfolgte daraufhin durch die spezifische Bindung eines Antiko¨rpers an das ge-
suchte Protein. Auf einem Ro¨ntgenfilm konnten schließlich die Proteinbanden
durch eine Chemilumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht werden.
Proteintransfer
In diesem Schritt wurden die im Gel nach ihrer Gro¨ße aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrocellulosemembran u¨bertragen. Dazu wurde ein senkrecht zum Po-
lyacrylamidgel gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch die Proteine aus
dem Gel auf die Nitrocellulosemembran wanderten. Dort blieben sie aufgrund
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hydrophober Wechselwirkungen haften und das Muster der elektrophoretischen
Auftrennung blieb erhalten.
Fu¨r den Transfer wurde die sogenannte Sandwichkassette in der Reihenfolge
Schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrocellulosemembran, Filterpapier und Schwamm
zusammengebaut, in die Mini Trans Blot Kammer (Biorad) eingesetzt und mit
Transfer-Puffer bedeckt. Der Blot erfolgte bei 100 V fu¨r 1 h.
Ponceau S-Fa¨rbung
Um zu u¨berpru¨fen, ob der Proteintransfer erfolgreich war, wurde die Membran
nach dem Blot mit einer Ponceau S-Lo¨sung (Tabelle 2.7) gefa¨rbt. Dabei bindet
der Farbstoff Ponceau S an geladene Aminogruppen der Proteine und erzeugt
dadurch rot gefa¨rbte Proteinbanden. Anschließend wurde die Membran zur Re-
duzierung der Hintergrundfa¨rbung mit H2O gewaschen.
Immunodetektion
Bei der Immunodetektion wurde das zu untersuchende Protein mittels An-
tiko¨rper auf der Membran detektiert. Dazu mussten zuna¨chst alle noch frei-
en Bindungsstellen der Membran abgesa¨ttigt werden, um eine unspezifische
Bindung der Antiko¨rper an die Membran zu verhindern. Hierzu wurde die
Membran 1 h bei RT in einer 5%igen Milchpulverlo¨sung in 1x TBST inku-
biert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem in einer 5%igen Milch-
pulverlo¨sung in 1x TBST verdu¨nnten Prima¨rantiko¨rper u¨.N. bei 4◦C (Verdu¨n-
nungen: SFRP1 1:1.350; BDNF: 1:500; LY96: 1:1.000; Penta His: 1:1.000). Am
na¨chsten Tag folgte ein Waschschritt, bei dem die Membran dreimal 10 Min
in 1x TBST bei RT auf dem Wipptisch gespu¨lt wurde. Dabei wurden nicht
gebundene Antiko¨rper-Reste entfernt. Daraufhin wurde die Membran 1 h bei
RT mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekunda¨rantiko¨rper inkubiert (1:10.000 in
einer 5% Milchpulverlo¨sung in 1x TBST verdu¨nnt). Danach folgten erneut drei
Waschschritte mit 1x TBST.
Chemilumineszenz-Reaktion
Die Detektion des Prima¨rantiko¨rpers u¨ber eine Chemilumineszenz-Reaktion wur-
de durch den HRP (engl. horseraddish peroxidase) gekoppelten Sekunda¨rantiko¨r-
per ermo¨glicht. Die Oxidation von Luminol wurde von der Peroxidase katalysiert
und die dabei entstehende Lumineszenz konnte auf einem Ro¨ntgenfilm sichtbar
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gemacht werden.
Die Membran wurde dazu mit dem ECL Western Blotting Substrate (Pierce)
inkubiert. Dazu wurden die beiden Detektionsreagenzien 1 und 2 im Verha¨ltnis
1:1 gemischt und fu¨r 1 Min auf die Membran gegeben. Anschließend wurde in der
Dunkelkammer ein Ro¨ntgenfilm (Amersham Bioscience) in einer Ro¨ntgenkassette
auf die Membran aufgelegt. Dieser wurde nach angemessener Expositionszeit mit
dem Optimax x-Ray Film Prozessor (Protec Medizintechnik) entwickelt.
Um die aufgetragene Proteinmenge vergleichen zu ko¨nnen, wurde die Mem-
bran anschließend wiederum dreimal fu¨r 10 Min mit 1x TBST gewaschen und
fu¨r 1 h bei RT mit einem Prima¨rantiko¨rper gegen das Haushaltsprotein β-Aktin
inkubiert (dabei wurde der Antiko¨rper 1:2.000 in einer 5% Milchpulverlo¨sung in
1x TBST verdu¨nnt). Nach einem erneuten Waschschritt in 1x TBST (dreimal
10 Min) erfolgte die einstu¨ndige Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten
Sekunda¨rantiko¨rper bei RT (in einer Verdu¨nnung von 1:4.000 in einer 5% Milch-
pulverlo¨sung in 1x TBST). Anschließend wurde die Membran wiederum dreimal
fu¨r 10 Min in 1x TBST gewaschen und die β-Aktin Banden durch die oben be-
schriebene Chemilumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht.
2.14.8 Aufreinigung und Umpufferung des rekombinan-
ten Proteins
Die Aufreinigung des rekombinanten SFRP1-Proteins aus dem Mediumu¨ber-
stand wurde mit Ni-NTA Agarose (Qiagen, Hilden), den Herstellerangaben ent-
sprechend, durchgefu¨hrt. Bei dieser Methode nutzt man die ladungsbedingte
Affinita¨t von Histidin-Clustern (His-Tag) in den rekombinanten Proteinen, um
an u¨ber NTA immobilisierte Ni2+-Ionen zu binden. Das Histidinanalog Imidazol
konkurriert bei der Elution der rekombinanten Proteine mit dem His-Tag.
Vor der Verwendung wurde die Ni-NTA Agarose dreimal mit einfachem In-
kubationspuffer (Tabelle 2.8) gewaschen und bei 4◦C gelagert (Ni-NTA 50%ig).
12 ml Zellkulturu¨berstand wurden fu¨r 5 Min bei 2.000 rpm zentrifugiert, um
Zellen und Zellbestandteile im Medium zu sedimentieren. Anschließend wurden
9 ml des U¨berstandes in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit 3 ml vier-
fach Inkubationspuffer sowie 75 µl Ni-NTA Agarose gemischt. Nach einstu¨ndiger
Inkubation auf einem U¨ber-Kopf-Schu¨ttler bei RT wurde erneut fu¨r 5 Min bei
2.000 rpm zentrifugiert. Der U¨berstand wurde verworfen, das Ni-NTA Pellet in
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750 µl einfachem Inkubationspuffer aufgenommen und in ein neues 1,5 ml Re-
aktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Alle folgenden Zentrifugationsschritte wurden bei RT
und 6.000 rpm durchgefu¨hrt. Das Ni-NTA Pellet wurde zweimal mit 750 µl ein-
fachem Inkubationspuffer gewaschen, 1 Min zentrifugiert und anschließend in
75 µl Elutionspuffer resuspendiert. Nach einer finalen Inkubation von 20 Min
bei RT wurde 1 Min zentrifugiert, der proteinhaltige U¨berstand in ein neues
Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und bei 4◦C gelagert.
Im Anschluss mussten die aufgereinigten Proteine aufkonzentriert und in
PBS umgepuffert werden, damit das fu¨r Zellen scha¨dliche Imidazol weitgehend
aus den Pra¨parationen entfernt wurde. Die Umpufferung erfolgte mit 10.000
MWCO Vivaspin 6 Sa¨ulen (Sartorius Stedim, Go¨ttingen, Deutschland) entspre-
chend den Herstellerangaben.
2.14.9 Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem BCA-
Assay
Die Quantifizierung der Gesamtproteinmenge erfolgte mittels des BCA Prote-
in Assay Kits (Pierce, Rockford, USA). Das Prinzip dieses Assays basiert auf
einer Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch Proteine in einem alkalischen Milieu.
Das einwertige Kupferkation bildet mit zwei BCA-Moleku¨len einen violetten
Chelatkomplex, der ein Absorptionsmaximum von λ = 562 nm hat. Dabei ist
die Menge des entstandenen violetten Farbkomplexes proportional zur Gesamt-
proteinmenge der Proben. Anhand einer BSA-Proteinstandardreihe konnten die
genauen Proteinkonzentrationen ermittelt werden.
2.15 Zellbiologische Methoden
2.15.1 Kultivierung humaner Zelllinien
Sa¨mtliche Arbeitsschritte mit Zellen wurden unter einer Sterilbank durchgefu¨hrt
und alle beno¨tigten Lo¨sungen und Medien wurden autoklaviert oder steril fil-
triert, um mo¨gliche Kontaminationen zu vermeiden. Die Kultivierung humaner
Zelllinien erfolgte in T75-Zellkulturgefa¨ßen im Brutschrank bei 37◦C, einer CO2-
Sa¨ttigung von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 95%. Alle Medien enthielten
die Antibiotika Penicillin und Streptomycin zum Schutz vor bakterieller Konta-
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mination. Die weiteren Medienbestandteile waren speziell auf die unterschied-
lichen humanen Zelllinien abgestimmt. Diese sind in Tabelle 2.12 aufgelistet.
Fu¨r optimale Kulturbedingungen war alle zwei bis drei Tage ein Mediumwech-
sel notwendig. Dazu wurde das alte Medium abgesaugt und durch 10 ml neues,
auf 37◦C erwa¨rmtes Medium ersetzt.
2.15.2 Ernten der Zellen
Wenn die adha¨renten Zellen eine Konfluenz von ca. 80% erreicht hatten, erfolgte
die Ernte der Zellen. Dazu wurden die Zellen nach dem Absaugen des Mediums
zuna¨chst einmal mit PBS gewaschen, um abgestorbene Zellen, Zelltru¨mmer so-
wie Medienreste zu entfernen und nach Zugabe von 3 ml Trypsin-EDTA-Lo¨sung
3 bis 5 Min bei 37◦C inkubiert. Das EDTA fa¨ngt Metallionen wie z.B. Ca2+ und
Mg2+ ab, die die Zellen zum Anheften an die Oberfla¨che beno¨tigen. Gleichzeitig
baut die Protease Trypsin Adha¨sions-Proteine ab, wodurch sich die Zellen vom
Boden des Zellkulturgefa¨ßes ablo¨sen. Dieser Vorgang wurde im Lichtmikroskop
kontrolliert und anschließend durch Hinzugabe von 7 ml FKS-haltigem Medium
abgestoppt, da so die Protease inhibiert und das fu¨r die Zellen toxische EDTA
verdu¨nnt wurde. Im Folgenden wurde die Suspension 5 Min bei 1.200 rpm ab-
zentrifugiert, das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen und die Zellen
neu ausgesa¨t bzw. weiterverarbeitet.
2.15.3 Auftauen und Einfrieren kryokonservierter Zellli-
nien
Die Langzeitlagerung humaner Zellen erfolgte im flu¨ssigen Stickstoff bei -196◦C.
Dazu wurden die Zellen nach dem Trypsinieren (siehe Kapitel 2.15.2) einmal
mit PBS gewaschen und anschließend in 3 ml Einfrier-Medium aufgenommen,
welches 20% FKS und 10% DMSO enthielt. Dabei sollte das DMSO die Zellmem-
branen vor der Bildung von Eiskristallen schu¨tzen. Je 1 ml dieser Zellsuspensi-
on wurde in Kryoro¨hrchen aliquotiert und u¨.N. mit Hilfe des mit Isopropanol
gefu¨llten Cryo 1◦C Freezing Containers Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA) langsam auf eine Temperatur von -80◦C abgeku¨hlt. Danach konnten
die Zellen in flu¨ssigem Stickstoff gelagert werden.
Kryokonservierte Zellen wurden in Kultur genommen, indem die Zellen im
Kryoro¨hrchen in dem auf 37◦C erwa¨rmten Wasserbad zu¨gig aufgetaut wurden.
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Dann wurde die Zellsuspension unter sterilen Bedingungen in ein mit Medium
befu¨lltes und vorgewa¨rmtes Zellkulturgefa¨ß u¨berfu¨hrt und u¨.N. im Brutschrank
bei 37◦C inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte am na¨chsten Tag, um toxische
DMSO-Ru¨cksta¨nde im Medium zu entfernen.
2.15.4 Zellzahlbestimmung
Zur Bestimmung der Zellzahl in einer Suspension wurden die Zellen mit Hilfe
des CASY1 ausgeza¨hlt. Dazu wurden sie trypsiniert, abzentrifugiert und das
Pellet in 10 ml frischem Medium aufgenommen. Von dieser Suspension wurden
100 µl mit 9,9 ml des Elektrolytpuffers Casyton gemischt. Diese Lo¨sung wurde
durch eine spezielle Messkapillare in den Zellza¨hler eingesaugt, an der eine Span-
nung angelegt war. Durch den entstehenden Widerstand und die Pulsfrequenz
konnten sowohl vitale, als auch tote Zellen und Zelltru¨mmer gemessen werden
(Abbildung 2.4). Die Zellzahl wurde in Zellen pro ml angegeben.
Abbildung 2.4: Typisches Messprofil einer Zellzahlbestimmung mittels CASY1
(vera¨ndert nach: [125]).
2.15.5 Herstellung transienter Transfektanden
Die transiente Transfektion humaner Nieren- und Mammakarzinomzellen erfolg-
te mit Hilfe des Transfektionsreagenzes FuGene HD (Roche, Mannheim) ent-
sprechend den Herstellerangaben. In dieser Arbeit diente die transiente Trans-
fektion zum einen zur Herstellung von rekombinantem SFRP1-Protein und zum
anderen zur U¨berexpression des WNT1-Proteins in stabilen Klonen der lumi-
nalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Je nach Versuchsansatz
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kamen die in den Abbildungen 2.5 und 2.6 dargestellten Vektoren zum Einsatz.
Abbildung 2.5: Vektorkarte des pcDNA3.1/His-Plasmids. Die WNT1 Vollla¨ngen
cDNA wurde in die Multiple Cloning Site des pcDNA3.1/His-Plasmids kloniert und tra¨gt
einen N-terminalen 6xHis-Tag (der klonierte pcDNA3.1 His/WNT1 Vektor stand bereits zur
Verfu¨gung) (Quelle: [126]).
Abbildung 2.6: Vektorkarte des pMS-L-A-IV-Plasmids. Die konstitutive Expression
des rekombinanten SFRP1-Proteins unterlag dem CMV-Promotor (der pMS-L-A-IV Vektor
stand bereits fertig kloniert zur Verfu¨gung). Fu¨r die Sezernierung des rekombinanten Proteins
wurde die Ig-κ-Leader Signalsequenz genutzt.
Fu¨r die transiente Transfektion wurden 3*105 Zellen in einer 6-Well -Platte
ausgesa¨t und 24 h bei 37◦C im Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgte
tropfenweise die Zugabe der Transfektionsansa¨tze (siehe Tabelle 2.36) auf die
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adha¨renten Zellen. 72 h nach der Transfektion konnten die RNA- sowie Pro-
teinexpression gemessen und die transfizierten Zellen fu¨r weitere funktionelle
in vitro Versuche genutzt werden bzw. das Medium fu¨r die Aufreinigung des
rekombinanten SFRP1-Proteins konnte gesammelt werden.
Tabelle 2.36: Schema der transienten Transfektion
Well Funktion FuGene HD Vektor DNA ddH2O
[µl] [µg] [µl]
1 Selektionskontrolle - - 100
2 Reagenzkontrolle 6 - 94
3 DNA-Kontrolle - 2 100
4 Transfektionsansatz 6 2 94
5 Transfektionsansatz 6 2 94
6 Transfektionsansatz 6 2 94
2.15.6 Herstellung stabiler Transfektanden
Fu¨r die funktionelle Charakterisierung des SFRP1 -Gens war es no¨tig, geeignete
Zellkulturmodelle zu erzeugen. Fu¨r die Zelllinie SK-BR-3 lag ein solches Mo-
dell bereits vor. Des Weiteren sollten zusa¨tzlich noch stabile SFRP1-Klone der
Mammakarzinom-Zelllinien BT-20, MDA-MB-231 und MCF7 erzeugt werden.
Bei der stabilen Transfektion wird eine Vollla¨ngen-cDNA stabil in das Genom
der Zellen integriert. Dabei ko¨nnen wa¨hrend der Transfektion einige zu gro¨ßeren
Einheiten ligierte Konstrukte, so genannte Konkatamere, in das Genom inte-
griert werden, was bei einer spa¨teren Analyse eventuell zu beru¨cksichtigen ist
[127]. Als Vektor diente pEF6/V5-His, dargestellt in Abbildung 2.7A. Zur Selek-
tion in Eukaryoten diente die Blasticidin-Resistenz. Des Weiteren wies der 5,8 kb
große Vektor die U¨berexpressionspromotoren PEF−1α und T7 auf. Die Vollla¨ngen
cDNA des SFRP1 -Gens war bereits u¨ber Restriktionsenzymschnittstellen in die
Multiple Cloning Site des Vektors kloniert und kontrollsequenziert. Zudem stand
der SFRP1-Vektor in ausreichender Menge aufgereinigt zur Verfu¨gung, sodass
vor Beginn der Transfektion keine Vermehrung des Vektors notwendig war. Der
urspru¨ngliche Leervektor diente zur Herstellung von Kontroll-Transfektanden.
Zur Herstellung stabiler BDNF-Transfektanden diente der Vektor pT-Rex-
DEST30 (Abbildung 2.7B). Das BDNF -Gen wurde in diesem 7,5 kb großen
Vektor unter dem CMV-Promotor konstitutiv exprimiert. In Eukaryoten wurde
mit dem Antibiotikum G418 selektiert, da der Vektor eine Neomycin-Resistenz
tra¨gt. Vor Beginn der Transfektion wurde dieser Vektor durch eine Transforma-
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tion vervielfa¨ltigt und anschließend kontrollsequenziert.
Abbildung 2.7: Vektorkarten der Plasmide fu¨r die stabilen Transfektionen. (A)
Die SFRP1 Vollla¨ngen-cDNA wurde in die Multiple Cloning Site des pEF6/V5-Plasmids
kloniert (Quelle: [128]). (B) U¨ber die Rekombinationsstellen attR1 und attR2 wurde die
BDNF Vollla¨ngen-cDNA in den Leervektor kloniert (sowohl der klonierte pEF6/V5/SFRP1
Vektor als auch der klonierte pT-Rex-DEST30/BDNF Vektor standen bereits zur Verfu¨gung)
(Quelle: [129]).
Blasticidin bzw. G418 Verdu¨nnungsreihe
Blasticidin und G418 sind Antibiotika, die zur Selektion der transfizierten Zellen
eingesetzt wurden. Im Vorfeld der Transfektion war es notwendig, die optimale
Blasticidin- bzw. G418-Konzentration an entsprechenden Wildtypzellen fu¨r die
spa¨tere Selektion der Klone zu ermitteln. Dazu wurden in jedes Well zweier
6-Well -Platten 105 Zellen ausgesa¨t und fu¨r 24 h bei 37◦C im Brutschrank kulti-
viert, damit die Zellen anwachsen konnten. Am folgenden Tag wurden die Zellen
mit jeweils unterschiedlichen Blasticidin- oder G418-Konzentrationen versetzt
(siehe Tabelle 2.37). Ein Well ohne Antibiotikum diente als Kontrolle.
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Tabelle 2.37: Antibiotikum-Verdu¨nnungsreihen
Well Blasticidin G418
[µg/ml] [µg/ml]
1A 2 600
2A 3 900
3A 4 1000
4A 5 1100
5A 6 1200
6A - -
1B 8 1300
2B 10 1350
3B 12 1400
4B 13 1450
5B 14 1500
6B - -
Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium gewechselt und frisches Antibio-
tikum hinzugefu¨gt. Nach Ablauf von 14 Tagen erfolgte die Auswertung. Dabei
entsprach die niedrigste Antibiotikum-Konzentration, die innerhalb von zwei
Wochen zum Tod aller Zellen fu¨hrte, der optimalen Selektionskonzentration.
Durchfu¨hrung der Transfektion
Zur Vorbereitung der Transfektion wurden 3*105 Zellen je Well zweier 6-Well -
Platten ausgesa¨t und u¨.N. bei 37◦C inkubiert, sodass sie am na¨chsten Tag zu
80% konfluent waren. Nach dem Mediumwechsel folgte die Transfektion der
humanen Mammakarzinom-Zelllinien mit dem SFRP1- bzw. BDNF-Vektorkon-
strukt sowie dem jeweiligen Leervektor mit Hilfe des Transfektionsreagenzes
FuGene HD (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben (siehe Tabelle 2.38).
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Tabelle 2.38: Schema der stabilen Transfektion
Well Funktion FuGene HD Vektor DNA ddH2O
[µl] [µg] [µl]
1A Transfektionsansatz 3 2 97
Vollvektor
2A Transfektionsansatz 6 2 94
Vollvektor
3A Transfektionsansatz 8 2 92
Vollvektor
4A Transfektionsansatz 3 2 97
Leervektor
5A Transfektionsansatz 6 2 94
Leervektor
6A Transfektionsansatz 8 2 92
Leervektor
1B Selektionskontrolle - - 100
2B Reagenzkontrolle 6 - 94
3B DNA-Kontrolle - 2 100
Die DNA wurde mit ddH2O und dem Transfektionsreagenz in einem 1,5 ml
Reaktionsgefa¨ß gemischt. Dieser Komplex wurde fu¨r 30 Min bei RT inkubiert.
Wa¨hrend dieser Inkubationszeit bildeten sich die Liposomen, welche die DNA
in sich einschließen sollten. Die jeweiligen Ansa¨tze wurden dann tropfenweise zu
den Zellen gegeben und gut gemischt. Nun erfolgte die Aufnahme der DNA in
die Zellen durch das Verschmelzen der Liposomen mit der Zellmembran.
Nach einer Kultivierung von zwei Tagen wurden die Zellen der unterschied-
lichen Ansa¨tze standardgema¨ß trypsiniert, wobei die Ansa¨tze 2B und 3B nicht
weitergefu¨hrt wurden, da sie lediglich zur Kontrolle der Transfektionseffizienz
dienten. Die Zellpellets wurden jeweils in 10 ml Medium resuspendiert und je-
der Ansatz in einer Verdu¨nnungsreihe in Petrischalen von 10 cm Durchmesser
ausgesa¨t (siehe Tabelle 2.39).
Tabelle 2.39: Titrationsschema
Verdu¨nnung 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 1:300 1:500 1:1.000
Medium [ml] 9 9,5 9,8 9,9 9,95 9,97 9,98 9,99
Zellsuspension [ml] 1 0,5 0,2 0,1 0,05 0,03 0,02 0,01
Außerdem wurde jedem Ansatz das entsprechende Antibiotikum in der im
Vorversuch ermittelten Konzentration hinzugefu¨gt, um alle nicht-transfizierten
Zellen abzuto¨ten. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium gewechselt und
mit frischem Blasticidin oder G418 versetzt. Dieser Selektionsdruck wurde 14
Tage lang aufrechterhalten, bis alle Wildtypzellen in dem Kontrollansatz 1B
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abgestorben waren. Dann konnte mit der Isolierung einzelner Klone begonnen
werden.
Isolierung und Aufzucht einzelner Klone
Zur Isolierung einzelner Klone wurden Transfektionszylinder, die mit Vaseline
um eine einzelne Kolonie gelegt wurden, verwendet. Die Trypsinierung einzelner
Klone konnte in diesen Zylindern durchgefu¨hrt werden. Anschließend wurden
die Klone in 96-Well -Platten ausgesa¨t. Dabei wurde konditioniertes Medium
verwendet, um die Zellen zum Wachsen anzuregen. Der Selektionsdruck wurde
weiter aufrechterhalten. Nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 90% erfolgte
die Umsetzung der Zellen in das na¨chst gro¨ßere Kulturgefa¨ß (48-Well, 24-Well,
6-Well -Platte). Schließlich konnten die Blasticidin- bzw. G418-resistenten Klone
in einem T75-Zellkulturgefa¨ß kultiviert werden. Im Folgenden wurden die Klone
auf RNA- und Proteinebene charakterisiert und in funktionellen Experimenten
eingesetzt.
2.15.7 XTT-Zellproliferationsassay
Die Analyse der Zellproliferation erfolgte mit dem XTT-Zellproliferationsassay.
Dieser beruht auf der Reduktion des Tetrazolium-Derivats XTT durch mito-
chondriale Dehydrogenasen stoffwechselaktiver Zellen (siehe Abbildung 2.8).
Das dadurch entstehende Formazan-Salz fa¨rbt die Lo¨sung gelb und absorbiert
Licht bei einer Wellenla¨nge zwischen λ = 450 nm und λ = 500 nm. Die gebildete
Menge an Formazan ist dabei proportional zur Zellzahl.
Abbildung 2.8: Chemische Reaktion beim XTT-Assay. Das Tetrazoliumderivat XTT
wird durch mitochondriale Dehydrogenasen in stoffwechselaktiven Zellen zu Formazan-Salz
reduziert (vera¨ndert nach: [130]).
Am ersten Tag wurden die Zellen trypsiniert, mittels CASY1 ausgeza¨hlt und
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1.000 Zellen jeweils im sechsfach Ansatz in 100 µl Medium pro Well einer 96-
Well -Platte fu¨r vier unterschiedliche Messpunkte (24, 48, 72 und 96 h) ausgesa¨t.
Nach jeweils 24 h wurde das verbrauchte Medium durch 100 µl neues Medium
ersetzt. Anschließend wurden je Well 50 µl XTT-Reagenz, welches im Vorfeld im
Verha¨ltnis 1:50 durch ein Elektronenkopplungsreagenz aktiviert wurde, hinzu-
gefu¨gt. Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37◦C erfolgte die Quantifizierung
im ELISA-Reader. Als Referenz unspezifischer Absorption diente eine Messung
der Licht-Wellenla¨nge bei λ = 650 nm.
2.15.8 Colony Formation Assay
Der Colony Formation Assay (CFA) stellt neben dem XTT-Zellproliferations-
assay eine weitere Methode zur Analyse der Proliferation von Zellen dar. Zu-
gleich ko¨nnen hierbei jedoch auch morphologische Unterschiede, das Migrati-
onsverhalten und generell das Koloniebildungsvermo¨gen der Zellen untersucht
werden.
Zur Durchfu¨hrung des CFAs wurden nach Trypsinierung der Zellen und Zell-
zahlbestimmung mittels CASY1 in einer 6-Well -Platte pro Well 1.000 Zellen
in 2 ml Medium ausgesa¨t. Zu jedem Ansatz wurden die entsprechenden Kon-
zentrationen an Blasticidin bzw. G418 hinzugefu¨gt, um sicherzugehen, dass die
Transfektion stabil blieb. Bei dem CFA mit rekombinantem SFRP1 wurde das
Medium anstelle des Antibiotikums mit entsprechenden Konzentrationen an re-
kombinantem SFRP1-Protein versetzt. Anschließend erfolgte eine Inkubation
der Zellen fu¨r 10 bis 14 Tage im 37◦C Brutschrank, wobei alle zwei bis drei
Tage das Medium gewechselt und neues Antibiotikum bzw. rekombinantes Pro-
tein hinzugefu¨gt wurde. Des Weiteren wurde der geeignete Zeitpunkt fu¨r die
Auswertung lichtmikroskopisch kontrolliert.
Zur Auswertung des CFAs wurde das alte Medium abgesaugt, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und fu¨r 30 Min bei RT mit 1 ml einer Methanol- und
Formalinhaltigen Kristallviolett-Lo¨sung fixiert und gefa¨rbt. Nach dreimaligem
Waschen mit 2 ml ddH2O wurden die Zellen getrocknet und fotografiert. Die
Auswertung erfolgte densitometrisch mit der Software ImageQuant TL v2003.2.
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2.15.9 Adha¨sionsassay
Mit Hilfe des Adha¨sionsassays konnte die Adha¨sions-Effizienz von Zellen ermit-
telt werden. Zu Beginn wurden die 6-Well -Platten mit MatrigelTM der Kon-
zentration 10 µg/ml beschichtet. MatrigelTM stammt aus einem Engelbrecht-
Holm-Swarm (EHS) Maus Sarkom, das reich an extrazellula¨ren Matrixproteinen
ist. Dadurch hat es den Vorteil, dass es biologisch aktive Matrixkomponenten
erzeugt, die die zellula¨re Basalmembranmatrix von Sa¨ugetieren imitieren. Die
Zellen wurden trypsiniert und die Zellzahl mittels CASY1 bestimmt. Anschlie-
ßend wurden in den mit MatrigelTM beschichteten 6-Well -Platten 2,5*105 Zellen
pro Well in 2 ml serumfreiem Medium ausgesa¨t und zusa¨tzlich drei Wells oh-
ne Zellen als Leerkontrollen mitgefu¨hrt. Die Platten wurden 60 Min bei 37◦C
inkubiert. Nichtadha¨rente Zellen wurden daraufhin durch zweimaliges Waschen
mit 1 ml serumfreiem Medium abgesaugt. Danach wurden die adha¨renten Zellen
mit 1 ml 70% EtOH fu¨r 10 Min bei RT fixiert und schließlich mit einer 0,1%
Kristallviolett-Lo¨sung angefa¨rbt. Nach 20 minu¨tiger Inkubation bei RT wurden
die Wells vorsichtig dreimal mit dH2O gewaschen und u¨.N. bei 37
◦C getrocknet.
Am na¨chsten Morgen erfolgte mit 1 ml 0,02%igem Triton X und 1 ml Isopro-
panol das Lo¨sen des Farbstoffes fu¨r 30 Min bei RT. Je Well wurden 200 µl
des U¨berstandes in Dreifach-Bestimmung in eine 96-Well -Platte u¨berfu¨hrt. Die
Messung erfolgte im ELISA-Reader bei einer Wellenla¨nge von λ = 590 nm gegen
die mitgefu¨hrten Leerkontrollen.
2.15.10 Apoptoseassay
Ein Kennzeichen der Apoptose ist die Aktivierung von Caspasen. Der Apo-
ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega, Mannheim) beruht auf einer
Messung der aktiven Effektorcaspasen 3 und 7 mittels des fluoreszenzmarkierten
Substrates Z-DEVD-R110 (siehe Abbildung 2.9). Das entstehende Fluoreszenz-
signal ist hierbei proportional zur Menge aktiver Caspasen.
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Nachweises aktiver Caspasen 3 und
7 durch den Apo-ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay. Aktive Caspasen 3 und
7 spalten das nicht-fluoreszierenden Caspase Substrat Z-DEVD-R110. Durch die Spaltung
entsteht das fluoreszierenden Rhodamin-110 (vera¨ndert nach: [131]).
Als Apoptosestimulus in den Transfektanden diente Staurosporin. Am ersten
Tag wurden jeweils 20.000 Zellen pro Well einer 96-Well -Platte im sechsfach
Ansatz ausgesa¨t und fu¨r 24 h bei 37◦C im Brutschrank inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit wurde jeweils in drei Wells die Apoptose durch Zugabe von
1 µM Staurosporin induziert. Die restlichen drei Wells des sechsfachen Ansatzes
blieben unbehandelt und dienten als Negativkontrolle. Es folgte eine erneute
Inkubation fu¨r 24 h bei 37◦C. Am na¨chsten Morgen wurden alle Wells mit
50 µl des Reagenzes versetzt und fu¨r weitere 4 h bei RT vor Licht geschu¨tzt
inkubiert. Anschließend wurde der U¨berstand jedes Wells in eine schwarze 96-
Well -Plate u¨berfu¨hrt und die Quantifizierung erfolgte in einem ELISA-Reader.
Die Messwerte wurden durch den Abzug der Grundfluoreszenz von zellfreiem
Medium korrigiert.
2.15.11 Wundheilungsassay
Der Wundheilungsassay (Scratch-Assay) untersucht das Migrationsverhalten
der verschiedenen Transfektanden. Nach dem Trypsinieren und Ausza¨hlen der
Transfektanden wurden je Klon 1,5*105 Zellen pro Well einer 6-Well -Platte aus-
gesa¨t und u¨.N. inkubiert. Am na¨chsten Morgen wurde in jedes Well mit einer
sterilen 100 µl Pipettenspitze ein Kratzer (Scratch) in den konfluenten Zellrasen
gezogen. Anschließend wurden die Wells mit 1 ml PBS gewaschen, um alle Zell-
reste und -tru¨mmer aus dem Medium zu entfernen. Ab diesem Zeitpunkt wurde
alle 24 h ein Foto von jedem Scratch angefertigt, bis die freie Fla¨che der Wunde
zugewachsen war. Die Fotos wurden mit der Software analySIS pro (Olympus
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Soft Imaging Solutions GmbH, Mu¨nster) angefertigt und ausgewertet.
2.16 Experimentelles Arbeiten mit Mauslinien
2.16.1 Maushaltung
Die Haltung der Balb/c Nacktma¨use sowie der SFRP1-Knockout Ma¨use erfolg-
te unter standardisierten S1 Bedingungen im Institut fu¨r Versuchstierkunde der
Uniklinik RWTH Aachen. Futterpellets und Wasser waren frei zuga¨nglich fu¨r die
Ma¨use. Einmal pro Woche erfolgte die Umsetzung der Tiere in neue Green Line
IVC Sealsafe PLUS Mauska¨fige der Firma Tecniplast (Buguggiate, Italien) mit
frischer Einstreu. Die Ma¨use waren einem 12-stu¨ndigen Hell-Dunkel-Rhythmus
ausgesetzt, es herrschte eine Temperatur von 21 ± 2◦C und eine relative Luft-
feuchtigkeit von 55 ± 10%. Jede Maus wurde mit einer Ohrnummer versehen,
um eine eindeutige Zuordnung der Tiere zu gewa¨hrleisten. Um die Ma¨use vor
Kontaminationen mit Erregern zu schu¨zen, durften die Ka¨fige nur unter einer
Sterilbank geo¨ffnet werden.
2.16.2 Injektion der Tumorzellen und Vermessung der
Tumoren
Der folgende Versuch wurde gema¨ß des Tierschutzantrages
”
Transplantation von
SFRP1-transfizierten, humanen Tumorzellen in immunsupprimierte Nacktma¨use
(nu/nu) und Charakterisierung der resultierenden Tumorgenese“ mit dem Ak-
tenzeichen AZ 8.87-30.10.35.08.269 durchgefu¨hrt. Zur Vorbereitung fu¨r die Xe-
notransplantation der transfizierten Tumorzellen in fu¨nf Wochen alte, weibli-
che Balb/c Nacktma¨use wurden die Zellen trypsiniert und mittels CASY1 aus-
geza¨hlt. Das Zellpellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschließend in
PBS aufgenommen, sodass eine Konzentration von 1*106 Zellen pro 100 µl PBS
vorlag. Je 100 µl dieser Suspension wurden in Spritzen mit einer 21G-Kanu¨le
aufgenommen. Fu¨r die Injektion der Zellen wurden die Ma¨use manuell fixiert.
In das linke, hintere Brustgewebe wurden jeweils 100 µl PBS, die 1*106 Zellen
enthielten, gespritzt. Je sechs Ma¨usen wurden entweder Leerklon- oder SFRP1-
Klon-Zellen injiziert.
Ab dem Zeitpunkt der Injektion wurden die Nacktma¨use zweimal wo¨chentlich
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a¨ußerlich auf ein mo¨gliches Tumorwachstum untersucht. Mo¨gliche Verhaltens-
auffa¨lligkeiten wurden ebenfalls kontrolliert. Mit Beginn des sichtbaren Wachs-
tums der lokalen Tumoren wurde deren Gro¨ße mittels eines Kalipers in zwei
Dimensionen vermessen, um das Volumen der Tumoren mittels folgender For-
mel zu berechnen:
V = 0,52*D*d2
D = la¨ngster Durchmesser des Tumors
d = kleinster Durchmesser des Tumors.
2.16.3 Pra¨paration der Tumoren und Probengewinnung
32 Tage nach Injektion der Tumorzellen wurden die Nacktma¨use durch zer-
vikale Dislokation geto¨tet und a¨ußerliche Auffa¨lligkeiten notiert. Zur Sektion
der Ma¨use wurden diese in Ru¨ckenlage mit Nadeln fixiert und anschließend auf
der Bauchseite durch einen Sagittalschnitt ero¨ffnet, indem die Haut mit einer
stumpfen Schere vom Genitalbereich aus bis zum Unterkiefer aufgeschnitten und
seitlich abgesteckt wurde (Abbildung 2.10).
Abbildung 2.10: Darstellung der Nacktmaus-Sektion. (A) Ventrale Ansicht einer fi-
xierten Maus vor der Pra¨paration. (B) Freigelegtes hinteres Brustgewebe.
Anschließend erfolgte die Exzision der entstandenen Lokaltumoren. Die Ha¨lfte
dieser Proben wurde sofort in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und dann bei
-80◦C gelagert. Die andere Ha¨lfte der Proben wurde zur Vorbereitung auf die
Einbettung in Paraffin in Biopsiekapseln mit 4% Formaldehyd fu¨r 24 h fixiert.
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Das nachfolgende Einbetten und Ausblocken der Proben in Paraffin erfolgte
durch das Routine-Labor des Institutes fu¨r Pathologie. Den SFRP1-Knockout
Ma¨usen wurde in einem weiteren Schritt das hintere Brustgewebe entnommen.
Dieses wurde sofort in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80◦C gelagert.
2.17 Statistische Methoden
Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden mit der Software GraphPad Prism 5 oder
IBM SPSS Statistics 20.0 ausgewertet. Eine statistische Signifikanz war definiert
ab einem P-Wert≤0,05. Differenzielle Vergleiche zweier definierter unabha¨ngiger
Gruppen wurden mittels eines zweiseitigen, nichtparametrischen Mann-Whitney
U-Tests ausgewertet [132]. Bivariate Korrelationsanalysen zwischen molekularen
und kliniko-pathologischen Parametern wurden mittels Kreuztabellen sowie ei-
nem Fisher’s Exact Test [133] und dem Chi-Quadrat-Test [134] durchgefu¨hrt.
Univariate U¨berlebensanalysen von Patientinnen in Abha¨ngigkeit von kliniko-
pathologischen und molekularen Parametern wurden mittels Kaplan-Meier Ana-
lysen berechnet [135]. Hierbei wurden die Signifikanzen mit einem Log-Rank -
Test ermittelt. Multivariate Cox Regressions-Analysen mittels Einschluss-Me-
thode [136] bestimmten die Unabha¨ngigkeit univariat signifikanter Faktoren von
anderen Kovariaten auf das U¨berleben der Patientinnen und definierten relative
Risiken der betreffenden Parameter.
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Die Charakterisierung von SFRP1 im hu-
manen Mammakarzinom
Im normalen Dru¨senepithel der Brust wird SFRP1 in gro¨ßeren Mengen expri-
miert, wohingegen die Expression von SFRP1 in ca. 70% aller Mammakarzino-
me stark reduziert vorliegt oder vollsta¨ndig verloren geht [111]. Eine Hyperme-
thylierung des SFRP1 -Promotors stellt die Ursache dieser Gen-Inaktivierung
dar. Der Verlust von SFRP1 ist mit einer schlechten Prognose fu¨r die Pati-
entin assoziiert [113]. Die in dieser Arbeit angestrebte Charakterisierung des
SFRP1-Moleku¨ls sollte neue Erkenntnisse u¨ber die funktionellen Mechanismen
des SFRP1-Wirkungsspektrums im Epithel der Brust und seine Rolle in der
Tumorgenese liefern.
3.1.1 Die Frequenz der SFRP1-Promotormethylierung im
progressiven Verlauf des humanen Mammakarzi-
noms
In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte die Frequenz einer SFRP1 -Promotor-
methylierung bereits fu¨r Normalgewebe sowie DCIS und IDC-Proben ermittelt
werden [113, 137]. Um den SFRP1 -Methylierungsstatus im Verlauf der Tumor-
progression zu bestimmen, sollte die Methylierung der SFRP1 -Promotorregion
erstmalig in einem gro¨ßeren Metastasen-Kollektiv, bestehend aus 28 Fernme-
tastasen prima¨rer Brusttumoren, untersucht werden. Hierbei dienten Normalge-
webe-Proben des Gehirns (bestehend aus weißer und grauer Substanz) als Re-
ferenzgewebe fu¨r die meist zerebral assoziierten Fernmetastasen. In Abbildung
3.1 sind repra¨sentative MSP-Ergebnisse exemplarisch dargestellt. Alle neun un-
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tersuchten Normalgewebe des Gehirns waren unmethyliert. Im Gegensatz dazu
wiesen 89% (25 von 28) aller untersuchten Fernmetastasen eine Methylierung
im Promotorbereich des SFRP1 -Gens auf.
Abbildung 3.1: SFRP1 -Promotormethylierungsstatus in Fernmetastasen-Gewe-
beproben und Normalgeweben. Dargestellt sind repra¨sentative MSP-Ergebnisse von
Fernmetastasen-Gewebeproben: eine unmethylierte Probe (#1) sowie drei methylierte Pro-
ben (#2 bis #4). Gehirnnormalgewebe (NG) diente hierbei als Negativkontrolle. Mit U und
M gekennzeichnete Banden stellten unmethylierte (U) bzw. methylierte (M) SFRP1 -Allele des
untersuchten Promotorbereiches dar. Vollsta¨ndig unmethylierte humane Bisulfit-konvertierte
DNA (UK) und in vitro polymethylierte humane Bisulfit-konvertierte DNA (MK) (Qiagen,
Hilden) dienten als Spezifita¨tskontrollen sowie Wasser als Negativkontrolle. NG: Normalge-
webe des Gehirns; UK: U-Kontrolle; MK: M-Kontrolle; NTC: Negativkontrolle (no template
control).
Aus diesen generierten Daten zur SFRP1 -Methylierung in Fernmetastasen
und Vordaten der Arbeitsgruppe [113, 137] konnte die Methylierungsfrequenz
des SFRP1 -Promotorbereiches in Relation zur Tumorprogression dargestellt
werden (Abbildung 3.2).
Abbildung 3.2: Die SFRP1 Promotormethylierung in Relation zur Tumorpro-
gression. Im Verlauf der Tumorprogression nimmt die Methylierungsfrequenz des SFRP1 -
Promotors kontinuierlich zu. Wa¨hrend in Brustnormalgeweben die Methylierungsfrequenz sehr
niedrig ist, steigt die Frequenz schon im fru¨hen Stadium des duktales Karzinoms in situ (DCIS)
stark an. In den Metastasen konnte mit 89% die ho¨chste Methylierungsfrequenz detektiert
werden.
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Insgesamt konnte beobachtet werden, dass die SFRP1 -Promotormethylierung
im Verlauf der Tumorprogression zunimmt. Die funktionellen Mechanismen des
SFRP1-Wirkungsspektrums im Epithel der Brust sind jedoch noch unzureichend
untersucht und sollten im Rahmen dieser Arbeit na¨her charakterisiert werden.
3.1.2 Etablierung von in vitro Brustkrebsmodellen:
U¨berexpression von SFRP1 in den humanen Mam-
makarzinomzelllinien BT-20, MDA-MB-231, MCF7
und SK-BR-3
Zur Untersuchung der biologischen Wirkung von SFRP1 sollten stabile Trans-
fektanden in den Mammakarzinom-Zelllinien BT-20, MDA-MB-231, MCF7 und
SK-BR-3 generiert werden. Alle vier Zelllinien zeigen eine Methylierung des
SFRP1 -Promotors und weisen keine endogene SFRP1-Expression auf [113]. So-
mit stellen diese Zelllinien geeignete in vitro Modelle fu¨r die Wiederherstellung
einer SFRP1-Expression dar (gain-of-function). Des Weiteren werden durch die-
se vier Modelle die definierten molekularen Subgruppen (basal und luminal) des
Mammakarzinoms auf Zelllinien-Ebene abgedeckt: BT-20 und MDA-MB-231
za¨hlen zur basalen Subgruppe, wa¨hrend MCF7 sowie die HER2-positiven SK-
BR-3-Zellen dem luminalen Subtyp zugeordnet werden [138].
Vor Beginn der Transfektion musste jeweils die fu¨r die Selektion notwendige
Blasticidin-Konzentration u¨ber eine Verdu¨nnungsreihe in den entsprechenden
Wildtypzellen bestimmt werden (vgl. Tabelle 2.37). Fu¨r die vier verschiedenen
Mammakarzinomzelllinien stellten sich folgende Blasticidin-Konzentrationen als
geeignet heraus: 8 µg/ml fu¨r BT-20, 6 µg/ml fu¨r MDA-MB-231, 5 µg/ml fu¨r
MCF7 sowie 3 µg/ml fu¨r SK-BR-3. Anschließend wurde die SFRP1 -cDNA u¨ber
ein pEF6-Expressionsvektorkonstrukt stabil in das Genom der Brustkrebszellen
integriert. Dabei standen die stabilen Klone der SK-BR-3-Zellen schon aus Vor-
arbeiten der Arbeitsgruppe zur Verfu¨gung. Die Besta¨tigung aller transfizierten
Klone erfolgte auf mRNA- und Proteinebene.
Fu¨r das basale BT-20 Zellkulturmodell konnten 23 stabile SFRP1-Klone so-
wie 21 entsprechende Leerklone generiert werden. Die SFRP1 -Expression jedes
Einzelklons wurde auf mRNA-Ebene bestimmt (Abbildung 3.3). Dabei zeigten
87% aller SFRP1-Klone (20 von 23) einen deutlichen Anstieg der SFRP1 -Ex-
pression im Vergleich zu den korrespondierenden Leerklonen (Abbildung 3.3A).
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Die SFRP1-Klone (Spannweite: 2,89-1,88*107; 25-75% Quartile: 12.246-1,26*107)
wiesen im Median eine 333.045-fache U¨berexpression auf, die sich hochsignifikant
(P<0,001) von der SFRP1 -Expression der Leerklone (Spannweite: 0,28-12,38;
25-75% Quartile: 0,74-5,57) unterschied (Abbildung 3.3B).
Abbildung 3.3: Generierung eines stabilen in vitro U¨berexpressionsmodells der
basalen BT-20 Mammakarzinomzelllinie. Die SFRP1 -Reexpression in den stabil transfi-
zierten BT-20-Zellen wurde zuna¨chst mit Hilfe der Real-Time PCR verifiziert. (A) Die SFRP1
mRNA-Expression (FC: Fold Change) wurde in 21 Leerklonen und 23 SFRP1-Klonen gemes-
sen. Durch Normierung auf die mediane Expression der Leerklone konnte das Expressionslevel
der SFRP1-Klone berechnet werden. Als interner Standard der relativen Expression diente
das Haushaltsgen GAPDH. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes einer Messung.
(B) Box Plot Darstellung der gemessenen SFRP1 -Expressionslevel in den analysierten Leer-
und SFRP1-Klonen. Die SFRP1-Klone zeigten eine im Median um 331.045-fach gesteigerte
SFRP1 -Expression im Vergleich zu den Leerklonen. *** P<0,001; horizontale Linie: Median;
vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test.
Bei der stabilen Transfektion der MDA-MB-231 Mammakarzinomzelllinie
wurden 17 Leerklone und 17 SFRP1-Klone in Reinkultur gebracht (Abbildung
3.4). Die SFRP1 mRNA-Expression wurde von allen Klonen bestimmt, wobei
sich in 88% (15 von 17) der SFRP1-Klone eine deutliche SFRP1 -Reexpression
zeigte (Abbildung 3.4A). Der Anstieg der SFRP1 -Expression in den SFRP1-
Klonen (Spannweite: 2,82-491.444; 25-75% Quartile: 9,12-157.318) war hochsig-
nifikant (P<0,001) und zeichnete sich durch eine 43.038-fache U¨berexpression im
Vergleich zum medianen SFRP1 -Expressionslevel der Leerklone (Spannweite:
0,07-32,00; 25-75% Quartile: 0,12-25,22) aus (Abbildung 3.4B).
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Abbildung 3.4: Generierung eines stabilen in vitro U¨berexpressionsmodells der
basalen MDA-MB-231 Mammakarzinomzelllinie. Die SFRP1 -Reexpression in den sta-
bil transfizierten MDA-MB-231-Zellen wurde zuna¨chst mit Hilfe der Real-Time PCR verifi-
ziert. (A) Die SFRP1 mRNA-Expression (FC: Fold Change) wurde in 17 Leerklonen und
17 SFRP1-Klonen gemessen. Durch Normierung auf die mediane Expression der Leerklone
konnte das Expressionslevel der SFRP1-Klone berechnet werden. Als interner Standard der
relativen Expression diente das Haushaltsgen GAPDH. Vertikale Linien: ± Fehler des Tripli-
katansatzes einer Messung. (B) Box Plot Darstellung der gemessenen SFRP1 -Expressionslevel
in den analysierten Leer- und SFRP1-Klonen. Die SFRP1-Klone zeigten eine im Median um
43.038-fach gesteigerte SFRP1 -Expression im Vergleich zu den Leerklonen. *** P<0,001; hori-
zontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile;
zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
In einem folgenden Schritt wurden die stabil transfizierten Einzelklone der
basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 hinsichtlich der
SFRP1-Proteinexpression untersucht. In Abbildung 3.5 ist die SFRP1-Expres-
sion repra¨sentativer Leervektor- sowie SFRP1-Klone exemplarisch dargestellt.
Bei dem BT-20 Zellkulturmodell zeigte sich in den drei SFRP1-Klonen (#3, #8
und #10) eine Proteinbande fu¨r SFRP1 auf der Ho¨he von 37 kDa, wa¨hrend bei
den drei Leerklonen (#8, #10 und #12) kein Protein detektiert werden konnte
(Abbildung 3.5A). Auch bei den MDA-MB-231 Leerklonen (#1, #2 und #5)
konnte erwartungsgema¨ß keine SFRP1-Proteinexpression nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu wiesen alle SFRP1-Klone (#1, #15 und #19) eine starke
Expression des SFRP1-Proteins auf (Abbildung 3.5B).
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Abbildung 3.5: Nachweis der SFRP1-Proteinexpression in den stabil transfizierten
basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231. Western-Blot Ana-
lyse der SFRP1-Proteinexpression verglichen mit den jeweils korrespondierenden mRNA-
Expressionsleveln. (A) Im unteren Teil ist die SFRP1-Proteinexpression der stabil transfizier-
ten BT-20-Zellen im Vergleich zur Ladekontrolle β-Aktin dargestellt. Eine sichtbare SFRP1-
Proteinbande zeigte sich ausschließlich in den stabil transfizierten SFRP1-Klonen #3, #8 und
#10. Der obere Teil der Grafik zeigt vergleichend die relative mRNA-Expression der korres-
pondierenden Einzelklone. (B) In den stabil transfizierten MDA-MB-231-Zellen zeigte sich
eine SFRP1-Proteinexpression in den SFRP1-Klonen #1, #15 und #19. Als Ladekontrolle
fu¨r die gesamte Proteinkonzentration diente β-Aktin. Im Vergleich dazu ist im oberen Ab-
schnitt die mRNA-Expression der jeweiligen Klone dargestellt. Vertikale Linien: ± Fehler des
Triplikatansatzes einer Messung.
Im Anschluss daran wurden die stabil transfizierten luminalen Brustkrebszel-
len charakterisiert. Aus der stabilen Transfektion der MCF7-Zellen resultierten
19 Leer- sowie 20 SFRP1-Klone, die auf mRNA Ebene charakterisiert wur-
den (Abbildung 3.6). Dabei konnte in 85% der SFRP1-Klone (17 von 20) eine
SFRP1 -Reexpression festgestellt werden (Abbildung 3.6A). Der Anstieg die-
ser SFRP1 -Expression in den SFRP1-Klonen (Spannweite: 1,00-1,91*107; 25-
75% Quartile: 1.097-8,74*106) war hochsignifikant (P<0,001) und zeichnete sich
durch eine 3,9*106-fache U¨berexpression im Vergleich zum medianen SFRP1 -
Expressionslevel der Leerklone (Spannweite: 0,30-4,40; 25-75% Quartile: 0,90-
2,30) aus (Abbildung 3.6B).
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Abbildung 3.6: Generierung eines stabilen in vitro U¨berexpressionsmodells der lu-
minalen MCF7 Mammakarzinomzelllinie. Die SFRP1 -Reexpression in den stabil transfi-
zierten MCF7-Zellen wurde zuna¨chst mit Hilfe der Real-Time PCR verifiziert. (A) Die SFRP1
mRNA-Expression (FC: Fold Change) wurde in 19 Leerklonen und 20 SFRP1-Klonen gemes-
sen. Durch Normierung auf die mediane Expression der Leerklone konnte das Expressionslevel
der SFRP1-Klone berechnet werden. Als interner Standard der relativen Expression diente das
Haushaltsgen GAPDH. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes einer Messung. (B)
Box Plot Darstellung der gemessenen SFRP1 -Expressionslevel in den analysierten Leer- und
SFRP1-Klonen. Die SFRP1-Klone zeigten eine im Median 3,9*106-fach gesteigerte SFRP1 -
Expression im Vergleich zu den Leerklonen. *** P<0,001; horizontale Linie: Median; vertikale
Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test.
Fu¨r die luminale HER2-positive Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 standen
bereits fu¨nf stabil transfizierte Leer- sowie neun SFRP1-Klone zur Verfu¨gung,
bei denen die SFRP1 -Reexpression u¨berpru¨ft werden musste (Abbildung 3.7). In
89% aller SFRP1-Klone (8 von 9) konnte ein deutlicher Anstieg der SFRP1 -Ex-
pression im Vergleich zu den Leerklonen besta¨tigt werden (Abbildung 3.7A). Die
SFRP1-Klone (Spannweite: 0,55-3,36*106; 25-75% Quartile: 69.444-3,24*106)
wiesen im Median eine U¨berexpression von 2,03*106 auf, die sich signifikant
(P<0,05) von der SFRP1 -Expression der Leerklone (Spannweite: 0,25-37,44;
25-75% Quartile: 0,36-19,59) unterschied (Abbildung 3.7B).
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Abbildung 3.7: U¨berpru¨fung der SFRP1 -U¨berexpression in den stabilen Einzel-
klonen der luminalen Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3. Die SFRP1 -Reexpression
in den stabil transfizierten SK-BR-3-Zellen wurde zuna¨chst mit Hilfe der Real-Time PCR ve-
rifiziert. (A) Die SFRP1 mRNA-Expression (FC: Fold Change) wurde in fu¨nf Leerklonen und
neun SFRP1-Klonen gemessen. Durch Normierung auf die mediane Expression der Leerklone
konnte das Expressionslevel der SFRP1-Klone berechnet werden. Als interner Standard der re-
lativen Expression diente das Haushaltsgen GAPDH. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikat-
ansatzes einer Messung. (B) Box Plot Darstellung der gemessenen SFRP1 -Expressionslevel
in den analysierten Leer- und SFRP1-Klonen. Die SFRP1-Klone zeigten eine im Median
2,03*106-fach gesteigerte SFRP1 -Expression im Vergleich zu den Leerklonen. * P<0,05; hori-
zontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile;
zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Anschließend wurden die stabil transfizierten Einzelklone der luminalen Mam-
makarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 hinsichtlich der SFRP1-Proteinex-
pression untersucht. Abbildung 3.8 veranschaulicht die SFRP1-Expression re-
pra¨sentativer Leervektor- sowie SFRP1-Klone. Bei dem MCF7 Zellkulturmodell
zeigte sich in den drei SFRP1-Klonen (#1, #6, und #15) eine Proteinbande fu¨r
SFRP1, wa¨hrend bei den drei Leerklonen (#2, #6 und #16) kein Protein detek-
tiert werden konnte (Abbildung 3.8A). Auch bei den SK-BR-3 Leerklonen (#1,
#4 und #8) konnte erwartungsgema¨ß keine SFRP1-Proteinexpression nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz dazu wiesen alle SK-BR-3 SFRP1-Klone (#7, #11
und #15) eine deutliche Expression des SFRP1-Proteins auf (Abbildung 3.8B).
92
3.1 Die Charakterisierung von SFRP1 im humanen Mammakarzinom
Abbildung 3.8: Nachweis der SFRP1-Proteinexpression in den stabil transfizier-
ten luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Western-Blot Ana-
lyse der SFRP1-Proteinexpression verglichen mit den jeweiligen korrespondierenden mRNA-
Expressionsleveln. (A) In den stabil transfizierten MCF7-Zellen zeigte sich eine SFRP1-
Proteinexpression lediglich in den SFRP1-Klonen #1, #6 und #15. Als Ladekontrolle fu¨r
die gesamte Proteinkonzentration diente β-Aktin. Im Vergleich dazu ist im oberen Abschnitt
die mRNA-Expression der jeweiligen Klone dargestellt. (B) Im unteren Teil ist die SFRP1-
Proteinexpression der stabil transfizierten SK-BR-3-Zellen im Vergleich zur Ladekontrolle β-
Aktin dargestellt. Eine sichtbare SFRP1-Proteinbande zeigte sich in den stabil transfizierten
SFRP1-Klonen #7, #11 und #15. Der obere Teil der Grafik zeigt vergleichend die relative
mRNA-Expression der korrespondierenden Einzelklone. Vertikale Linien: ± Fehler des Tripli-
katansatzes einer Messung.
In allen vier in vitro Zellkulturmodellen konnte SFRP1 erfolgreich u¨berex-
primiert werden und die Zellen konnten somit im Folgenden fu¨r die funktio-
nellen Untersuchungen zur biologischen Wirkung von SFRP1 genutzt werden.
Alle nachfolgenden Analysen erfolgten pro Zelllinie jeweils mit den auf Pro-
teinebene besta¨tigten Einzelklonen. Durch funktionelle Untersuchungen dieser
U¨berexpressionsmodelle sollte der Einfluss von SFRP1 auf elementare Eigen-
schaften von Tumorzellen bewertet werden. Dazu za¨hlen beispielsweise eine
gesteigerte Proliferation und Migration sowie eine verminderte Adha¨sion und
Apoptose [139].
3.1.3 Der Einfluss von SFRP1 auf die Proliferation
Zuna¨chst wurde das Proliferationsverhalten der stabilen Einzelklone der basa-
len Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 untersucht, um einen
mo¨glichen Effekt der SFRP1-Reexpression auf diese Eigenschaft der Zellen auf-
zuzeigen. Die Analyse der Zellproliferation erfolgte mit einem Test, der auf der
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Reduktion des Tetrazolium-Derivats XTT durch mitochondriale Dehydrogena-
sen stoffwechselaktiver Zellen zu Formazan-Salz basiert. Das Ergebnis dieses
Tests wird anhand eines gelben Farbumschlags in der Untersuchungslo¨sung
sichtbar. Dieser Farbumschlag ist dabei proportional zur Zellzahl und kann
durch Messung der Absorption quantifiziert werden. Pro Einzelklon wurden in
einem sechsfachen Ansatz je 1.000 Zellen in 96-Well -Platten ausgesa¨t. Die Zu-
nahme der Zellzahl wurde u¨ber einen Zeitraum von 96 h gemessen. Um die Klo-
ne miteinander vergleichen zu ko¨nnen, wurden die Absorptionswerte je Ansatz
auf den gleichen Zeitpunkt (24 h) normiert. Die Bestimmung der Proliferation
wurde fu¨r jede Zelllinie mit jeweils drei unterschiedlichen Leerklonen sowie drei
SFRP1-Klonen in drei unabha¨ngigen Experimenten durchgefu¨hrt. Anschließend
wurde der Mittelwert der Ergebnisse berechnet und ausgewertet.
Die relativen Proliferationsraten der basalen Brustkrebszelllinien BT-20 und
MDA-MB-231 sind sowohl als vierta¨gige Verlaufskurve als auch in der Box Plot
Darstellung zum Vergleich der Proliferation nach 96 h abgebildet (Abbildung
3.9). Fu¨r die Mammakarzinomzelllinie BT-20 zeigte sich in den SFRP1-Klonen
eine deutlich verminderte Proliferation, die ihr Maximum von 52% nach 96 h er-
reichte (Abbildung 3.9A). Die beobachtete, im Median 1,9-fache Proliferations-
reduktion nach 96 h stellte sich in den SFRP1-Klonen (Spannweite: 1,24-7,89;
25-75% Quartile: 3,56-6,40) im Vergleich zu den korrespondierenden Leerklo-
nen (Spannweite: 8,00-13,27; 25-75% Quartile: 9,04-11,07) als hochsignifikant
(P<0,001) heraus.
In der basalen Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 konnte ebenfalls ei-
ne erhebliche Proliferationsreduktion in den SFRP1-Klonen beobachtet werden
(Abbildung 3.9B). Dabei wurde im Mittel eine maximale Differenz der Zellpro-
liferation von 72% nach 96 h erreicht. Die Proliferationsrate in den SFRP1-
Klonen (Spannweite: 3,91-13,70; 25-75% Quartile: 4,65-10,56) war verglichen
mit den korrespondierenden Leerklonen (Spannweite: 8,20-54,70; 25-75% Quar-
tile: 15,40-45,95) nach 96 h im Median hochsignifikant (P<0,001) verringert
(2,6-fach).
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Abbildung 3.9: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zellproliferation der ba-
salen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231. Die kolorimetrische Be-
stimmung der Zellproliferation (XTT-Assay) erfolgte u¨ber einen Zeitraum von 96 h durch
Messungen der Absorption (492nm/650nm). Die Werte jeder Versuchsreihe wurden auf den
Zeitpunkt 24 h normiert und fu¨r die untersuchten Leer- und SFRP1-Klone (n=3) jeweils der
Mittelwert aus drei unabha¨ngigen Versuchen berechnet. (A) In den BT-20-Zellen konnte nach
SFRP1-Reexpression eine deutliche Verminderung der Proliferation u¨ber den Zeitraum von
vier Tagen beobachtet werden. Im rechten Teil der Abbildung ist eine Box Plot Darstellung
der Proliferationsrate aller untersuchten Leer- und SFRP1-Klone nach 96 h gezeigt. (B) Im
linken Teil ist die Verlaufskurve der Proliferationsrate fu¨r die MDA-MB-231 transfizierten
Zellen u¨ber vier Tage zu sehen. Dabei zeigte sich eine deutliche Proliferationsreduktion in den
SFRP1-Klonen. Die Box Plot Darstellung verdeutlicht den signifikanten Proliferationsunter-
schied zwischen Leer- und SFRP1-Klonen nach 96 h. Vertikale Linien in den linken Graphen:
Standardabweichung; *** P<0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien in den rechten
Graphen: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test.
Die luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 wurden eben-
falls auf Proliferationsunterschiede nach SFRP1-Reexpression hin untersucht.
Die Ergebnisse sind in einer Verlaufskurve u¨ber vier Tage und in einer Box Plot
95
3 Ergebnisse
Darstellung nach 96 h gezeigt (Abbildung 3.10). Fu¨r die stabil transfizierten
MCF7-Zellen konnte kein Unterschied in der Proliferation nach der Reexpressi-
on von SFRP1 beobachtet werden (Abbildung 3.10A). Bis zu einem Zeitpunkt
von 72 h wuchsen die Leer- und SFRP1-Klone identisch, nach 96 h zeigten
die SFRP1-Klone eine sehr geringe Proliferationsreduktion. Dieser nicht signi-
fikante Proliferationsunterschied zwischen Leerklonen (Spannweite: 4,59-8,44;
25-75% Quartile: 5,06-7,82) und SFRP1-Klonen (Spannweite: 3,30-7,22; 25-75%
Quartile: 4,07-6,61) belief sich im Median auf 7%.
In den luminalen HER2-positiven SK-BR-3-Zellen konnte ebenfalls kein sig-
nifikanter Proliferationsunterschied zwischen Leer- und SFRP1-Klonen beob-
achtet werden (Abbildung 3.10B). Nach SFRP1-Reexpression proliferierten die
Zellen zwar etwas langsamer, der Unterschied zwischen Leerklonen (Spannwei-
te: 7,44-17,29; 25-75% Quartile: 9,10-12,28) und SFRP1-Klonen (Spannweite:
6,00-11,82; 25-75% Quartile: 6,61-10,76) war jedoch nicht signifikant (10% Un-
terschied in den Medianwerten nach 96 h).
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Abbildung 3.10: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zellproliferation der
luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. U¨ber einen Zeitraum von
96 h wurde die Absorption (492nm/650nm) zur kolorimetrischen Bestimmung der Zellproli-
feration (XTT-Assay) gemessen. Dabei wurden die Werte jeder Versuchsreihe auf den Zeit-
punkt 24 h normiert und fu¨r die untersuchten Leer- und SFRP1-Klone (n=3) jeweils der
Mittelwert aus drei unabha¨ngig durchgefu¨hrten Experimenten ermittelt. (A) Bei der Mam-
makarzinomzelllinie MCF7 zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Proliferation nach
SFRP1-Reexpression. Die Box Plot Darstellung im rechten Teil der Abbildung veranschaulicht
die Proliferationsrate der untersuchten Leer- und SFRP1-Klone nach 96 h. (B) In den sta-
bil transfizierten SK-BR-3-Zellen konnte in der Verlaufskurve der Proliferation eine minimale
Reduktion in den SFRP1-Klonen beobachtet werden. Diese stellte sich nach 96 h als nicht
signifikant heraus (Box Plot Darstellung). Vertikale Linien in den linken Graphen: Standard-
abweichung; n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie: Median; vertikale Linien in den rechten
Graphen: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test.
3.1.4 Der Einfluss von SFRP1 auf die Kolonienbildung
Im na¨chsten Schritt wurde ein Colony Formation Assay durchgefu¨hrt, um Aus-
sagen u¨ber la¨ngerfristige Proliferationseffekte sowie morphologische Unterschie-
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de und die Fa¨higkeit zur Kolonienbildung treffen zu ko¨nnen. Dazu wurden
je Einzelklon aller Mammakarzinomzelllinien in drei unabha¨ngigen Versuchen
1.000 Zellen im dreifachen Ansatz in 6-Well -Platten ausgesa¨t, fu¨r 14 Tage kulti-
viert, angefa¨rbt und anschließend densitometrisch ausgewertet. Die Normierung
erfolgte auf das mediane Koloniebildungsvermo¨gen der Leerklone, welches dabei
jeweils als 100% definiert wurde.
Die Ergebnisse fu¨r die stabil transfizierten BT-20-Zellen sind in Abbildung
3.11A dargestellt. Bereits makroskopisch wurde ein reduziertes Kolonienwachs-
tum nach SFRP1-Reexpression sichtbar, welches sich in der densitometrischen
Auswertung besta¨tigen ließ. Die verminderte Kolonienbildung in den SFRP1-
Klonen (Spannweite: 45,82-84,67%; 25-75% Quartile: 53,80-82,08%) im Ver-
gleich zu den Leerklonen (Spannweite: 90,12-150,60%; 25-75% Quartile: 93,71-
140,70%) stellte sich als statistisch hochsignifikant (P<0,001) heraus.
Bei den MDA-MB-231 Brustkrebszellen konnte ebenfalls bereits makrosko-
pisch festgestellt werden, dass die Leerklone eine deutlich ho¨here Anzahl an
neu gebildeten Kolonien aufwiesen (Abbildung 3.11B). In der densitometrischen
Auswertung zeigte sich eine hochsignifikante Reduktion der Kolonienbildung
in den SFRP1-Klonen (Spannweite: 1,03-12,72%; 25-75% Quartile: 2,60-5,74%)
verglichen mit den korrespondierenden Leerklonen (Spannweite: 25,19-407,80%;
25-75% Quartile: 45,64-153,80%).
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Abbildung 3.11: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf das Koloniebildungs-
vermo¨gen der basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231. Zur
Bestimmung des Koloniebildungsvermo¨gens wurden in drei unabha¨hgig durchgefu¨hrten Ex-
perimenten 1.000 Zellen je Ansatz ausgesa¨t, 14 Tage kultiviert, anschließend fixiert, angefa¨rbt
und densitometrisch ausgewertet. (A) Dargestellt ist je ein repra¨sentatives Well einer 6-Well -
Platte pro Einzelklon der BT-20-Zellen. Dabei zeigten die Leerklone (#8, #10 und #12)
bereits makroskopisch eine deutlich gesteigerte Kolonienbildung im Vergleich zu den SFRP1-
Klonen (#3, #8 und #10). Densitometrisch ausgewertet stellte sich dieser Unterschied im
Kolonienwachstum als hochsignifikant heraus (Box Plot Darstellung). (B) Repra¨sentative
Wells der Einzelklone der MDA-MB-231-Zellen deuteten bereits makroskopisch auf einen
Wachstumsunterschied hin. Die Leerklone (#1, #2 und #5) zeigten im Gegensatz zu den
SFRP1-Klonen (#1, #15 und #19) ein deutlich gesteigertes Koloniebildungsvermo¨gen, wel-
ches in der densitometrischen Auswertung besta¨tigt wurde. *** P<0,001; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
In Abbildung 3.12 sind die Ergebnisse der Untersuchung des Koloniebildungs-
vermo¨gens in den luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 zu
sehen. Bei den stabil transfizierten MCF7-Zellen ließ sich makroskopisch kein
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Unterschied erkennen (Abbildung 3.12A). Dieses Ergebnis spiegelte sich auch in
der densitometrischen Auswertung wider. Es wurde keine signifikant vera¨nder-
te Kolonienbildung zwischen Leerklonen (Spannweite: 15,25-210,10%; 25-75%
Quartile: 24,21-132,80%) und SFRP1-Klonen (Spannweite: 12,76-89,04%; 25-
75% Quartile: 37,83-70,62%) beobachtet.
Analog dazu waren bei den stabil transfizierten SK-BR-3-Zellen ebenfalls
keine Unterschiede im Kolonienwachstum zu beobachten. Weder makroskopisch
noch in der densitometrischen Auswertung war ein Unterschied zwischen SFRP1-
Klonen (Spannweite: 78,23-134,40%; 25-75% Quartile: 89,17-120,90%) und Leer-
klonen (Spannweite: 55,50-189,30%; 25-75% Quartile: 71,41-177,50%) zu iden-
tifizieren (Abbildung 3.12B).
100
3.1 Die Charakterisierung von SFRP1 im humanen Mammakarzinom
Abbildung 3.12: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf das Koloniebildungs-
vermo¨gen der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Um das
Koloniebildungsvermo¨gen zu bestimmen, wurden in drei unabha¨ngigen Versuchen 1.000 Zel-
len je Ansatz ausgesa¨t und 14 Tage kultiviert. Anschließend erfolgte nach der Fixierung und
Anfa¨rbung der Zellen die densitometrische Auswertung. (A) Repra¨sentative Wells der MCF7
Leerklone (#2, #6 und #16) sowie der SFRP1-Klone (#1, #6 und #15) ließen bereits ma-
kroskopisch keine Unterschiede in der Kolonienbildung erkennen, was in der densitometrischen
Auswertung besta¨tigt wurde. (B) Dargestellt ist je ein repra¨sentatives Well einer 6-Well -
Platte pro Einzelklon der SK-BR-3-Zellen. Dabei zeigte sich zwischen den Leerklonen (#1,
#4 und #8) und den SFRP1-Klonen (#7, #11 und #15) sowohl makroskopisch als auch in
der densitometrischen Auswertung kein Unterschied im Kolonienwachstum. n.s.: nicht signifi-
kant; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75%
Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Die lichtmikroskopische Analyse der vier stabil transfizierten Mammakarzi-
nomzelllinien ergab keinen Unterschied in der Zellmorphologie zwischen SFRP1-
Klonen und den korrespondierenden Leerklonen.
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3.1.5 Der Einfluss von SFRP1 auf die Zell-Matrix-Adha¨-
sion
Als na¨chstes sollte der Einfluss von SFRP1 auf die Zell-Matrix-Adha¨sion un-
tersucht werden, d.h. ob die SFRP1-Reexpression die Fa¨higkeit von Zellen be-
einflussen kann, innerhalb eines bestimmten Zeitrahmens auf einer Oberfla¨che
zu adha¨rieren. Das Prinzip des Adha¨sionsassays beruht dabei auf der Kris-
tallviolettfa¨rbung fixierter Zellen. Je mehr Zellen adha¨rent sind, desto sta¨rker
stellt sich die Fa¨rbung mit Kristallviolett dar. Diese Fa¨rbung kann gelo¨st und
fotometrisch quantifiziert werden. Folglich konnte mit diesem Verfahren die
Adha¨sionsfa¨higkeit der stabil transfizierten Mammakarzinomzellen verglichen
werden. Um eine in vivo a¨hnliche Situation zu schaffen, wurden die 6-Well -
Platten vor Versuchsbeginn mit MatrigelTM beschichtet, welches reich an Zell-
matrixproteinen sowie Wachstumsfaktoren ist und so die Basalmembran simu-
lieren soll. Die mediane Adha¨sionsrate der Leerklone wurde als 100% definiert
und alle untersuchten Klone jeweils darauf normiert.
Bei der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20 konnte ein Unterschied in
der Adha¨sionsfa¨higkeit der Zellen festgestellt werden (Abbildung 3.13A). Die
SFRP1-Klone (Spannweite: 114,50-181,00%; 25-75% Quartile: 130,80-164,50%)
adha¨rierten im Median um 44% signifikant (P<0,01) besser als die entsprechen-
den Leerklone (Spannweite: 80,60-122,00%; 25-75% Quartile: 83,19-113,50%).
Die Ergebnisse der stabil transifizierten MDA-MB-231-Zellen sind in Ab-
bildung 3.13B zu sehen. Die analysierten SFRP1-Klone (Spannweite: 128,90-
154,10%; 25-75% Quartile: 131,60-147,20%) zeigten im Vergleich zu den korres-
pondierenden Leerklonen (Spannweite: 96,91-110,10%; 25-75% Quartile: 97,46-
107,70%) eine stark erho¨hte Adha¨sionsrate. Diese signifikant bessere Adha¨sions-
rate (P<0,01) wies einen Anstieg von 36,2% auf (Vergleich der Medianwerte).
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Abbildung 3.13: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231. Die relativen
Adha¨sionsraten beruhen auf den kolorimetrischen Auswertungen von Kristallviolettfa¨rbungen
der fixierten Zellen. Dabei wurden drei unabha¨ngige Versuche in jeweils dreifachem Repli-
kat pro Klon durchgefu¨hrt. Die Normierung erfolgte auf den Median der Leerklone. (A)
Beim Vergleich der stabil transfizierten BT-20-Zellen konnte festgestellt werden, dass die Klo-
ne nach SFRP1-Reexpression eine signifikant bessere Adha¨sionsfa¨higkeit aufwiesen. (B) Fu¨r
die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 konnte ebenfalls eine signifikante Steigerung der
Adha¨sionsrate in den SFRP1-Klonen beobachtet werden. ** P<0,01; horizontale Linie: Me-
dian; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
Abbildung 3.14 zeigt die Analyse der relativen Adha¨sionsrate in den lumina-
len Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Hierbei konnte bei beiden
stabilen Zellkulturmodellen kein signifikanter Einfluss der SFRP1-Reexpression
auf die Adha¨sionsfa¨higkeit der Zellen festgestellt werden. In den stabil trans-
fizierten MCF7-Zellen zeigten die SFRP1-Klone (Spannweite: 101,70-136,70%;
25-75% Quartile: 101,80-118,30%) im Vergleich zu den Leerklonen (Spannweite:
94,72-129,90%; 25-75% Quartile: 96,01-120,00%) eine Erho¨hung der Adha¨sions-
rate im Median um 6,8% (Abbildung 3.14A).
Die SK-BR-3 SFRP1-Klone (Spannweite: 99,50-123,30%; 25-75% Quartile:
103,90-114,40%) wiesen ebenfalls eine leicht erho¨hte Adha¨sionsfa¨higkeit vergli-
chen mit den korrespondierenden Leerklonen (Spannweite: 73,60-137,70%; 25-
75% Quartile: 75,30-132,80%) auf, die sich im Vergleich der Medianwerte auf
10,6% belief (Abbildung 3.14B).
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Abbildung 3.14: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Auf Basis der ko-
lorimetrischen Auswertungen der Kristallviolettfa¨rbungen der fixierten Zellen konnten die
relativen Adha¨sionsraten bestimmt werden, wobei der Medianwert der Leerklone jeweils zur
Normierung diente. Fu¨r jeden Klon wurde eine dreifache Bestimmung in drei unabha¨ngigen
Experimenten durchgefu¨hrt. (A) In den stabil transfizierten MCF7-Zellen konnte keine
Vera¨nderung der Adha¨sionsrate nach SFRP1-Reexpression beobachtet werden. (B) Beim
Vergleich der Leer- und SFRP1-Klone der Brustkrebszelllinie SK-BR-3 konnte kein Unter-
schied in der Adha¨sionsfa¨higkeit festgestellt werden. n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
3.1.6 Der Einfluss von SFRP1 auf die Apoptose
In einem na¨chsten Versuch sollte der Einfluss der SFRP1-Expression auf die
Apoptoserate von Tumorzellen untersucht werden. Dabei wurde die durch Stau-
rosporin ausgelo¨ste Aktivierung der Effektor-Caspasen 3 und 7 gemessen. Die
Aktivierung der Caspasen-Signalkaskade stellt einen zentralen Mechanismus der
Apoptose dar [140]. Die Effektor-Caspasen sind selbst am Abbau von Lamin
sowie Aktin beteiligt und aktivieren zudem durch Proteolyse weitere Zielprote-
ine, die fu¨r die Fragmentierung der DNA verantwortlich sind [141]. Durch eine
Fluoreszenzmessung konnte die relative Menge aktivierter Effektor-Caspasen
bestimmt werden. Die mediane Apoptoserate der Leerklone wurde hierbei als
100% definiert und alle weiteren Klone jeweils darauf normiert.
In Abbildung 3.15 sind die Ergebnisse fu¨r die basalen Mammakarzinom-
zelllinien BT-20 und MDA-MB-231 dargestellt. Bei den BT-20-Zellen konnte
ein hochsignifikanter Unterschied (P<0,001) in der relativen Apoptoserate zwi-
schen SFRP1-Klonen und den korrespondierenden Leerklonen festgestellt wer-
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den (Abbildung 3.15A). Die SFRP1-Klone (Spannweite: 114,10-271,00%; 25-
75% Quartile: 151,10-236,10%) zeigten eine im Median um 92,9% gesteigerte
Apoptoserate im Vergleich zu den korrespondierenden Leerklonen (Spannweite:
73,45-124,50%; 25-75% Quartile: 83,44-107,50%).
In den MDA-MB-231-Zellen konnte ebenfalls ein Unterschied in der Aktivie-
rung der Effektor-Caspasen 3 und 7 beobachtet werden (Abbildung 3.15B). Die
SFRP1-Klone (Spannweite: 252,70-601,40%; 25-75% Quartile: 271,60-425,50%)
hatten eine im Median um 259,2% hochsignifikant (P<0,001) erho¨hte Apoptose-
rate verglichen mit den entsprechenden Leerklonen (Spannweite: 62,80-248,10%;
25-75% Quartile: 63,60-122,10%).
Abbildung 3.15: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate der ba-
salen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231. Fu¨r die Messung der
relativen Apoptoserate wurden die Zellen mit Staurosporin behandelt und anschließend die
Aktivita¨t der Effektor-Caspasen 3 und 7 mit einem Fluoreszenz basierten Caspase-Assay de-
tektiert (499nm/521nm). (A) Fu¨r die Mammakarzinomzelllinie BT-20 konnte in den SFRP1-
Klonen eine hochsignifikante Steigerung der Apoptoserate beobachtet werden. (B) Beim Ver-
gleich der stabil transfizierten MDA-MB-231-Zellen konnte ebenfalls festgestellt werden, dass
die Klone nach SFRP1-Reexpression eine hochsignifikant gesteigerte Apoptoserate aufwiesen.
*** P<0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%
bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Die Analysen der Apoptoserate in den luminalen Mammakarzinomzelllini-
en MCF7 und SK-BR-3 sind in Abbildung 3.16 dargestellt. Hierbei konnte in
beiden in vitro Modellen kein signifikanter Unterschied der Apoptoserate nach
SFRP1-Reexpression beobachtet werden. In den MCF7-Zellen wiesen die Leer-
klone (Spannweite: 37,30-152,80%; 25-75% Quartile: 68,91-149,40%) eine im
Median um 22,1% erho¨hte Apopotoserate im Vergleich zu den SFRP1-Klonen
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(Spannweite: 18,06-312,50%; 25-75% Quartile: 40,29-145,50%) auf. Diese war
statistisch jedoch nicht signifikant (Abbildung 3.16A).
Die Leerklone (Spannweite: 70,45-113,00%; 25-75% Quartile: 75,11-109,50%)
der SK-BR-3-Zellen zeigten verglichen mit den entsprechenden SFRP1-Klonen
(Spannweite: 32,59-236,30%; 25-75% Quartile: 68,23-157,70%) eine nicht signi-
fikant gesteigerte Aktivierung der Effektor-Caspasen von 17,6% (bei Vergleich
der Medianwerte) (Abbildung 3.16B).
Abbildung 3.16: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate der lu-
minalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Zur Bestimmung der re-
lativen Apoptoserate wurden die stabil transfizierten Zellen mit Staurosporin behandelt und
anschließend wurde die Aktivita¨t der Effektor-Caspasen 3 und 7 mit einem Fluoreszenz basier-
ten Caspase-Assay gemessen (499nm/521nm). (A) Fu¨r die luminale Mammakarzinomzelllinie
MCF7 konnte kein signifikanter Unterschied nach SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate
festgestellt werden. (B) Analog dazu zeigte sich in den stabil transfizierten SK-BR-3-Zellen
ebenfalls kein deutlicher Unterschied in der Apoptoserate zwischen Leer- und SFRP1-Klonen.
n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum;
Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
3.1.7 Der Einfluss von SFRP1 auf die Migration
Als na¨chster funktioneller in vitro Versuch sollte mit Hilfe des Scratch-Assays
ein mo¨glicher Einfluss von SFRP1 auf die Migrationsfa¨higkeit der stabil transfi-
zierten Zellen untersucht werden. Dazu wurden Kratzer (engl.: Scratches) in den
konfluenten Zellrasen eingebracht und das Zuwachsen dieser Wunde alle 24 h
dokumentiert. Dieser Versuch wurde unabha¨ngig voneinander dreimal durch-
gefu¨hrt. Fu¨r die Auswertung wurde die zellfreie Fla¨che von Tag 0 fu¨r jeden
Einzelklon auf 100% normiert.
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Bei den basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 konn-
te kein Unterschied in der Migrationsfa¨higkeit detektiert werden (Abbildung
3.17). Die BT-20-Zellen zeigten nach SFRP1-Reexpression eine leicht gestei-
gerte Migrationsfa¨higkeit, die jedoch zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied erreichte. Am Ende des Versuches wuchsen bei allen Einzelklonen
die eingebrachten Wunden im Zellrasen im Mittel zum gleichen Zeitpunkt kom-
plett zu (Abbildung 3.17A). Fu¨r die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231
zeigten sowohl die Leer- als auch die SFRP1-Klone eine im Mittel fast iden-
tische Migrationsfa¨higkeit (Abbildung 3.17B). Alle Wunden waren nach 72 h
geschlossen.
Abbildung 3.17: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Migrationsfa¨higkeit der
basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231. Nach Einbringen der
Wunde in den konfluenten Zellrasen wurde die Migrationsfa¨higkeit der Zellen alle 24 h bis zum
vollsta¨ndigen Zuwachsen der Wunde in drei unabha¨ngigen Versuchen dokumentiert. Anschlie-
ßend konnte fu¨r jeden Zeitpunkt die zellfreie Fla¨che fu¨r jeden Einzelklon bestimmt und jeweils
auf 100% normiert werden. (A) Bei den stabil transfizierten BT-20-Zellen konnte eine leicht
verminderte Migrationsfa¨higkeit in den SFRP1-Klonen verglichen mit den Leerklonen beob-
achtet werden. Dieser Unterschied war jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant. (B) Die Leer-
und SFRP1-Klone der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 zeigten keinen Unterschied in
ihrem jeweiligen Migrationsverhalten. Vertikale Linien: Standardabweichung.
Die stabil transfizierten luminalen MCF7-Zellen zeigten wa¨hrend des gesam-
ten Verlaufs der Wundheilung keinen Unterschied zwischen Leer- und SFRP1-
Klonen (Abbildung 3.18A). Bei der Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 waren
die Wunden aller Einzelklone schon nach 48 h geschlossen, wobei keine Ver-
a¨nderung durch die SFRP1-Reexpression festgestellt werden konnte (Abbildung
3.18B).
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Abbildung 3.18: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Migrationsfa¨higkeit der
luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. In einen konfluenten Zell-
rasen wurde eine Wunde eingebracht. Anschließend wurde die Migrationsfa¨higkeit der Zellen
in drei unabha¨ngigen Experimenten alle 24 h bis zum vollsta¨ndigen Zuwachsen der Wunde
fotografisch dokumentiert. Zur Auswertung wurde die zellfreie Fla¨che zu jedem Zeitpunkt fu¨r
alle Einzelklone bestimmt und jeweils auf 100% normiert. (A) Bei den stabil transfizierten
MCF7-Zellen zeigte sich kein Unterschied in der Migrationsfa¨higkeit in den SFRP1-Klonen
verglichen mit den Leerklonen. (B) Fu¨r die Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 konnte eben-
falls keine Vera¨nderung des Migrationsverhaltens nach SFRP1-Reexpression festgestellt wer-
den. Vertikale Linien: Standardabweichung.
Fu¨r die luminale Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 sind exemplarisch die
zugeho¨rigen Fotos der Wunden von jeweils einem Leer- und einem SFRP1-
Klon in Abbildung 3.19 dargestellt. Bei den luminalen SK-BR-3-Zellen konnte
kein Unterschied zwischen Leerklon #1 und SFRP1-Klon #5 in der Migrati-
onsfa¨higkeit beobachtet werden, was beispielhaft das migratorische Verhalten
der gesamten Einzelklone nach SFRP1-Reexpression widerspiegelt.
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Abbildung 3.19: Exemplarische Darstellung des Wundheilungstestes fu¨r zwei Ein-
zelklone der luminalen SK-BR-3-Zellen. In einen konfluenten Zellrasen wurde eine Wun-
de eingebracht. Anschließend wurde die Migrationsfa¨higkeit der Zellen alle 24 h bis zum
vollsta¨ndigen Zuwachsen der Wunde fotografiert. Bei der luminalen Mammakarzinomzelllinie
SK-BR-3 konnte kein Unterschied im Migrationsverhalten zwischen Leerklon #1 und SFRP1-
Klon #5 festgestellt werden. Gestrichelte vertikale Linien: markieren den urspru¨nglichen Rand
der zellfreien Fla¨che an Tag 0; Stern: vollsta¨ndige Besiedlung der Wunde.
Zusammenfassend konnte in den funktionellen in vitro Analysen festgestellt
werden, dass die SFRP1-Reexpression in den beiden basalen Mammakarzinom-
zelllinien BT-20 und MDA-MB231 zu einer verminderten Zellproliferation und
Kolonienbildung sowie zu einer gesteigerten Adha¨sion und Apoptose fu¨hrte. Im
Gegensatz dazu konnte in den luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und
SK-BR-3 kein Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die unterschiedlichen unter-
suchten Eigenschaften von Tumorzellen beobachtet werden. Dieses Pha¨nomen
fu¨hrte zu der Vermutung, dass in den luminalen Zelllinien mo¨glicherweise der
WNT-Signalweg nur schwach aktiv ist und daher potenzielle Effekte einer u¨ber-
ma¨ßigen SFRP1-Reexpression nicht beobachtet werden ko¨nnen. Durch zusa¨tzli-
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che Transfektion mit WNT1 sollte entsprechend in einem na¨chsten Schritt der
WNT-Signalweg sowohl in den Leer- als auch in den SFRP1-Klonen der lu-
minalen Zelllinien MCF7 und SK-BR-3 sta¨rker aktiviert werden. Anschließend
wurden die funktionellen in vitro Analysen erneut durchgefu¨hrt, um mo¨gliche
bisher nicht beobachtete Effekte einer SFRP1-Reexpression in diesen Zelllinien
zu untersuchen.
3.1.8 Aktivierung des WNT-Signalweges durch WNT1
in den stabil transfizierten luminalen Mammakar-
zinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3
Vor Beginn der in vitro Versuche musste zuna¨chst besta¨tigt werden, dass die
transiente Transfektion von WNT1 erfolgreich durchgefu¨hrt werden konnte. Ei-
ne endogene WNT1-Expression lag weder in den Klonen der MCF7 noch der
SK-BR-3-Zellen vor. Die WNT1-U¨berexpression wurde auf mRNA- und Pro-
teinebene sowohl in den MCF7 als auch in den SK-BR-3-Zellen nachgewiesen
(Abbildung 3.20). Bei den MCF7-Zellen zeigten sowohl alle drei Leerklone als
auch die drei SFRP1-Klone eine starke WNT1 mRNA-Expression, die auch auf
Proteinebene besta¨tigt werden konnte (Abbildung 3.20A). Fu¨r die transient mit
WNT1 transfizierten SK-BR-3-Zellen konnte ebenfalls beobachtet werden, dass
alle Leer- und SFRP1-Klone sowohl eine starke WNT1 mRNA- als auch Prote-
inexpression aufwiesen (Abbildung 3.20B). Da bei allen Klonen beider Mamma-
karzinomzelllinien eine starke WNT1-Expression vorhanden war, konnten diese
Zellen im Folgenden fu¨r die funktionellen in vitro Versuche eingesetzt werden.
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Abbildung 3.20: Nachweis der WNT1-U¨berexpression in den stabil transfizier-
ten luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3. Western-Blot Ana-
lyse der WNT1-Proteinexpression verglichen mit den jeweils korrespondierenden mRNA-
Expressionsleveln. (A) In den stabil transfizierten MCF7-Zellen zeigte sich eine WNT1-
Proteinexpression sowohl in den Leerklonen #2, #6 und #16 als auch in den SFRP1-Klonen
#1, #6 und #15. Als Ladekontrolle fu¨r die gesamte Proteinkonzentration diente β-Aktin. Im
Vergleich dazu ist im oberen Abschnitt die mRNA-Expression der jeweiligen Klone dargestellt.
(B) Im unteren Teil ist die WNT1-Proteinexpression der SK-BR-3 Klone im Vergleich zur
Ladekontrolle β-Aktin dargestellt. Eine sichtbare WNT1-Proteinbande konnte fu¨r alle drei
Leerklone #1, #4 und #8 sowie die drei SFRP1-Klone #7, #11 und #15 detektiert werden.
Der obere Teil der Grafik zeigt vergleichend die relative mRNA-Expression der korrespondie-
renden Einzelklone. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes einer Messung.
Die WNT1 mRNA-Expression wurde bis zum Ende des jeweiligen Assays
regelma¨ßig kontrolliert, da die transient transfizierten Zellen nicht unter Selek-
tionsdruck kultiviert wurden. Dabei konnte u¨ber den Zeitraum der Assays eine
konstante WNT1-Expression beobachtet werden.
Alle folgenden in vitro Analysen wurden identisch zu den Assays vor der tran-
sienten WNT1-Transfektion durchgefu¨hrt. In Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse
der Untersuchung des Koloniebildungsvermo¨gens in den luminalen Mammakar-
zinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach der transienten WNT1-Transfektion
dargestellt. Dabei zeigte sich in den MCF7 Klonen bereits makrokopisch ein
reduziertes Kolonienwachstum nach SFRP1-Reexpression, welches sich in der
densitometrischen Auswertung besta¨tigen ließ (Abbildung 3.21A). Die vermin-
derte Kolonienbildung nach transienter WNT1-Transfektion stellte sich in den
SFRP1-Klonen (Spannweite: 33,18-78,66%; 25-75% Quartile: 36,04-74,93%) ver-
glichen mit den entsprechenden Leerklonen (Spannweite: 48,15-170,00%; 25-75%
Quartile: 53,01-160,40%) als statistisch signifikant (P<0,05) heraus.
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Bei den SK-BR-3 Brustkrebszellen konnte ebenfalls nach WNT1-U¨berexpres-
sion bereits makroskopisch festgestellt werden, dass die Leerklone eine deutlich
ho¨here Anzahl an neu gebildeten Kolonien aufwiesen (Abbildung 3.21B). In der
densitometrischen Auswertung zeigte sich eine hochsignifikante (P<0,001) Re-
duktion der Kolonienbildung in den SFRP1-Klonen (Spannweite: 55,97-86,26%;
25-75% Quartile: 59,03-79,79%) verglichen mit den korrespondierenden Leerklo-
nen (Spannweite: 79,25-107,30%; 25-75% Quartile: 91,83-105,50%).
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Abbildung 3.21: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf das Koloniebildungs-
vermo¨gen der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach
forcierter WNT1-Expression. Um das Koloniebildungsvermo¨gen zu bestimmen, wurden
in drei unabha¨ngigen Versuchen 1.000 Zellen je Ansatz ausgesa¨t und 14 Tage lang kultiviert.
Anschließend erfolgte nach der Fixierung und Anfa¨rbung der Zellen die densitometrische Aus-
wertung. (A) Repra¨sentative Wells der MCF7 Leerklone (#2, #6 und #16) sowie SFRP1-
Klone (#1, #6 und #15) nach transienter WNT1-Transfektion ließen bereits makroskopisch
einen Unterschied in der Kolonienbildung erkennen. Dieser Unterschied konnte durch eine
densitometrische Auswertung besta¨tigt werden. Dabei zeigten die SFRP1-Klone eine signi-
fikant verminderte Kolonienbildung im Vergleich zu den Leerklonen. (B) Dargestellt ist je
ein repra¨sentatives 6-Well pro Einzelklon der zusa¨tzlich mit WNT1 transifizierten SK-BR-3-
Zellen. Dabei konnte in den SFRP1-Klonen (#7, #11 und #15) verglichen mit den Leerklonen
(#1, #4 und #8) sowohl makroskopisch als auch in der densitometrischen Auswertung ein
signifikant vermindertes Kolonienwachstum festgestellt werden. * P<0,05; *** P<0,001; hori-
zontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile;
zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Abbildung 3.22 zeigt die Analyse der relativen Adha¨sionsrate in den lumina-
len Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach transienter WNT1-
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Transfektion. Bei den MCF7 Klonen konnte ein Unterschied in der Adha¨sions-
fa¨higkeit nach WNT1-U¨berexpression detektiert werden (Abbildung 3.22A). Die
SFRP1-Klone (Spannweite: 101,10-126,60%; 25-75% Quartile: 103,60-122,60%)
adha¨rierten mit einer im Median um 14,3% gesteigerten Adha¨sionsrate signifi-
kant (P<0,05) besser als die korrespondierenden Leerklone (Spannweite: 94,11-
118,20%; 25-75% Quartile: 95,79-118,20%).
Die Ergebnisse der Brustkrebszelllinie SK-BR-3 nach transienter WNT1-
Transfektion sind in Abbildung 3.22B zu sehen. Die analysierten SFRP1-Klone
(Spannweite: 103,90-131,20%; 25-75% Quartile: 109,40-130,70%) zeigten im Ver-
gleich zu den entsprechenden Leerklonen (Spannweite: 88,37-111,80%; 25-75%
Quartile: 92,78-106,80%) eine stark erho¨hte Adha¨sionsrate. Diese signifikant bes-
sere Adha¨sionsrate (P<0,01) wies im Vergleich der Medianwerte einen Anstieg
von 18,6% auf.
Abbildung 3.22: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach forcier-
ter WNT1-Expression. Auf Basis der kolorimetrischen Auswertungen der Kristallvio-
lettfa¨rbungen der fixierten Zellen konnten die relativen Adha¨sionsraten bestimmt werden,
wobei der Medianwert der Leerklone jeweils zur Normierung diente. Fu¨r jeden Klon wurde
in drei unabha¨ngigen Experimenten eine dreifache Bestimmung durchgefu¨hrt. (A) In den
stabil transfizierten MCF7-Zellen konnte eine Steigerung der Adha¨sionsrate nach SFRP1-
Reexpression festgestellt werden. (B) Beim Vergleich der Leer- und SFRP1-Klone der Brust-
krebszelllinie SK-BR-3 konnte eine signifikant erho¨hte Adha¨sionsfa¨higkeit der SFRP1-Klone
beobachtet werden. * P<0,05; ** P<0,01; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Mini-
mum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Die Analysen der relativen Apoptoserate in den luminalen Mammakarzi-
nomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach transienter WNT1-Transfektion sind
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in Abbildung 3.23 dargestellt. In den MCF7-Zellen konnte ein Unterschied in
der Aktivierung der Effektor-Caspasen 3 und 7 nach WNT1-U¨berexpression
beobachtet werden (Abbildung 3.23A). Die SFRP1-Klone (Spannweite: 68,78-
436,20%; 25-75% Quartile: 93,23-201,90%) hatten im Vergleich der Medianwer-
te eine um 47,5% signifikant (P<0,05) erho¨hte Apoptoserate verglichen mit
den entsprechenden Leerklonen (Spannweite: 42,64-145,00%; 25-75% Quartile:
46,56-125,40%).
Bei den SK-BR-3-Zellen konnte ein hochsignifikanter Unterschied (P<0,001)
in der relativen Apoptoserate nach transienter WNT1-Transfektion festgestellt
werden (Abbildung 3.23B). Die SFRP1-Klone (Spannweite: 160,00-307,20%; 25-
75% Quartile: 169,00-278,40%) zeigten hierbei eine im Median um 86,6% gestei-
gerte Apoptoserate im Vergleich zu den korrespondierenden Leerklonen (Spann-
weite: 41,98-171,20%; 25-75% Quartile: 62,93-121,50%).
Abbildung 3.23: Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate der lu-
minalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach forcierter WNT1-
Expression. Fu¨r die Messung der relativen Apoptoserate wurden die Zellen mit Staurospo-
rin behandelt und anschließend in drei unabha¨ngigen Versuchen die Aktivita¨t der Effektor-
Caspasen 3 und 7 mit einem Fluoreszenz basierten Caspase-Assay detektiert (499nm/521nm).
(A) Die SFRP1-Klone der luminalen Mammakarzinomzelllinie MCF7 zeigten nach transien-
ter WNT1-Transfektion im Vergleich zu den korrespondierenden Leerklonen eine signifikant
gesteigerte Apoptoserate. (B) Fu¨r die SK-BR-3 Klone konnte eine erho¨hte Apoptoserate nach
SFRP1-Reexpression und zusa¨tzlicher transienter WNT1-Transfektion verglichen mit den ent-
sprechenden Leerklonen beobachtet werden. * P<0,05; *** P<0,001; horizontale Linie: Me-
dian; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
Als Fazit konnte festgehalten werden, dass die SFRP1-Reexpression in den
luminalen Mammakarzinomzelllinien erst nach zusa¨tzlicher Transfektion mit
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WNT1 und der daraus resultierenden mo¨glichen Aktivierung des WNT-Signalwe-
ges Effekte auf die verschiedenen Eigenschaften von Tumorzellen ausu¨ben konn-
te. Hierbei zeigte sich in beiden luminalen Zellkulturmodellen ein vermindertes
Kolonienwachstum sowie eine erho¨hte Adha¨sions- und Apoptoserate der SFRP1-
Klone.
3.1.9 Der Einfluss von SFRP1-Inhibitoren auf stabil trans-
fizierte Mammakarzinomzellen
Die SFRP1-Reexpression zeigte einen starken Einfluss auf die Proliferation der
humanen Mammakarzinomzelllinien. Um festzustellen, ob diese Vera¨nderung
der Proliferationsrate durch eine Inhibierung des SFRP1-Proteins wieder auf-
gehoben werden kann, wurden die Zellen zum Start des Proliferationstests mit
zwei SFRP1-Inhibitoren behandelt (Kooperationsprojekt mit dem Lead Dis-
covery Center, Dortmund). Hierbei handelte es sich um die zwei Substanzen
WAY-316606, ein Moleku¨l, welches direkt an das SFRP1-Protein bindet und
den SFRP1-Inhibitor 344300 (Abbildung 3.24).
Abbildung 3.24: Strukturformeln von zwei SFRP1-Inhibitoren. (A) WAY-316606
bindet das SFRP1-Protein direkt und wirkt somit als Inhibitor. (B) Der SFRP1-Inhibitor
344300 ist ein N-(3-(Dimethylamino)propyl)-2-ethyl-5-(phenylsulfonyl)benzenesulfonamid
und wirkt dem Effekt von SFRP1 als Antagonist des WNT-Signalweges entgegen.
Diese Untersuchung wurde an je einem Leer- und einem SFRP1-Klon der
basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20 durchgefu¨hrt. Da die beiden SFRP1-
Inhibitoren in DMSO resuspendiert waren, wurden die BT-20 Einzelklone als
Kontrolle mit 0,5% DMSO (dies entsprach der Endkonzentration von DMSO
der Inhibitoren) versetzt. In einem Vorversuch konnte zudem gezeigt werden,
dass die Mammakarzinomzellen in 0,5% DMSO-haltigem Kulturmedium ver-
glichen mit unbehandeltem Medium keine Vera¨nderung der Proliferationsra-
te aufwiesen. Zuna¨chst konnte festgestellt werden, dass der Leerklon #10 in
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0,5%igem DMSO Medium erwartungsgema¨ß eine deutlich erho¨hte Proliferati-
onsrate im Vergleich zum SFRP1-Klon #3 in DMSO-haltigem Medium zeigte
(Abbildung 3.25). Die Behandlung dieser beiden Einzelklone mit 50 µM des
SFRP1-Inhibitors WAY-316606 (I1) fu¨hrte im Leerklon #10 kaum zu einer
Vera¨nderung der Proliferationsrate. Im Gegensatz dazu konnte nach der Be-
handlung im SFRP1-Klon #3 nach 96 h eine deutliche Steigerung der Prolifera-
tion beobachtet werden. Hierbei konnte die Proliferationsrate des SFRP1-Klons
#3 durch die WAY-316606 Behandlung auf das Niveau des Leerklons #10 erho¨ht
werden (Abbildung 3.25A).
In Abbildung 3.25B sind die Ergebnisse zur Untersuchung der Proliferati-
onsrate nach Zugabe des SFRP1-Antagonisten 344300 (I2) dargestellt. Hierbei
zeigte sich ebenfalls, dass es zu keiner Vera¨nderung der Proliferation im Leerklon
#10 nach Behandlung mit dem SFRP1-Antagonisten kam. Fu¨r den SFRP1-Klon
#3 hingegen konnte eine Erho¨hung der Proliferationsrate durch die Zugabe von
50 µM des SFRP1-Antagonisten 344300 erreicht werden. Diese Proliferations-
steigerung war nach 96 h nicht so stark wie beim SFRP1-Inhibitor WAY-316606,
jedoch konnte ein deutlicher Unterschied zur Proliferationsrate des mit DMSO
behandelten SFRP1-Klons #3 detektiert werden.
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Abbildung 3.25: Einfluss von SFRP1-Inhibitoren auf die Zellproliferation stabil
transfizierter BT-20 Mammakarzinomzellen. U¨ber einen Zeitraum von 96 h wurde die
Absorption (492nm/650nm) zur kolorimetrischen Bestimmung der Zellproliferation (XTT-
Assay) gemessen. Dabei wurden die Werte jeder Versuchsreihe auf den Zeitpunkt 24 h nor-
miert. (A) Durch Zugabe des SFRP1-Inhibitors WAY-316606 (I1) in das Kulturmedium konn-
te die Proliferation im SFRP1-Klon #3 der basalen BT-20-Zellen verglichen mit der entspre-
chenden DMSO-Kontrolle gesteigert werden. (B) Nach Behandlung der BT-20-Zellen mit dem
SFRP1-Inhibitor 344300 konnte ebenfalls eine erho¨hte Proliferation im SFRP1-Klon #3 im
Vergleich zur korrespondierenden DMSO-Kontrolle detektiert werden. I1: SFRP1-Inhibitor 1
(WAY-316606); I2: SFRP1-Inhibitor 2 (344300).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine durch die SFRP1-Re-
expression verursachte Proliferationsreduktion der basalen Brustkrebszelllinie
BT-20 durch die Zugabe verschiedener SFRP1-Inhibitoren wieder aufgehoben
werden konnte und somit die Spezifita¨t der SFRP1-Wirkung fu¨r die gemessenen
zellula¨ren Vera¨nderungen besta¨tigt werden konnte.
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3.1.10 Der Einfluss von rekombinantem SFRP1-Protein
auf die Kolonienbildung
In einem weiteren Versuch sollte untersucht werden, ob Vera¨nderungen der Ko-
lonienbildung bei Mammakarzinomzellen auch durch die Zugabe von rekombi-
nantem SFRP1-Protein in das Kulturmedium auftreten ko¨nnen.
Dafu¨r wurden HEK 293T-Zellen mit dem pMS-L-A-IV Vektor (Abbildung
2.6) transfiziert, der Mediumu¨berstand aufgefangen und daraus das rekombinan-
te SFRP1-Protein aufgereinigt. Zur U¨berpru¨fung der Aufreinigung und Umpuf-
ferung wurden die Proteinproben im Western-Blot untersucht. Von allen Aufrei-
nigungsansa¨tzen konnte im Western-Blot das SFRP1-Protein mit einer Gro¨ße
von 37 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 3.26). Daraufhin konnte dieses
aufgereinigte rekombinante SFRP1-Protein fu¨r die in vitro Analysen zum Ko-
loniebildungsvermo¨gen in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt werden.
Abbildung 3.26: Western-Blot Analyse des aufgereinigten rekombinanten SFRP1-
Proteins. Dargestellt sind die Proteinbanden von rekombinantem SFRP1-Protein nach der
Aufreinigung aus dem U¨berstand des Mediums. Die Spuren 1 bis 5 stellen dabei lediglich
verschiedene Aufreinigungsansa¨tze des SFRP1-Proteins dar.
In den Abbildungen 3.27 und 3.28 sind die Ergebnisse zur Untersuchung
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des Koloniebildungsvermo¨gens in verschiedenen basalen sowie luminalen Mam-
makarzinomzelllinien nach der Behandlung mit rekombinantem SFRP1-Protein
dargestellt. Hierbei konnte bereits makroskopisch festgestellt werden, dass bei
den drei untersuchten basalen Brustkrebszelllinien BT-20, MDA-MB-231 und
Hs 578T die Zugabe von rekombinantem SFRP1-Protein in das Kulturmedi-
um zu einer verminderten Kolonienbildung fu¨hrte (Abbildung 3.27A). Die drei
untersuchten luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7, SK-BR-3 und T47D
zeigten hingegen keine Vera¨nderung im Kolonienwachstum nach einer Behand-
lung mit unterschiedlichen Konzentrationen an rekombinantem SFRP1-Protein
(Abbildung 3.27B).
Abbildung 3.27: Makroskopische Betrachtung des Einflusses des rekombinanten
SFRP1-Proteins auf das Koloniebildungsvermo¨gen verschiedener basaler und lu-
minaler Mammakarzinomzelllinien. Um das Koloniebildungsvermo¨gen zu bestimmen,
wurden 1.000 Zellen je Ansatz ausgesa¨t, mit entsprechenden Konzentrationen (unbehandelt,
100 ng/ml und 500 ng/ml) an rekombinantem SFRP1 versetzt und 14 Tage lang kultiviert.
(A) Repra¨sentative Wells der basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20, MDA-MB-231 und
Hs 578T im unbehandelten Zustand verglichen mit der Zugabe von unterschiedlichen Konzen-
trationen (100 ng/ml und 500 ng/ml) an rekombinantem SFRP1-Protein ins Kulturmedium.
Dabei zeigte sich bereits makroskopisch eine Verminderung der Kolonienbildung nach Be-
handlung mit rekombinantem SFRP1-Protein. (B) Dargestellt ist je ein repra¨sentatives Well
einer 6-Well -Platte der luminalen MCF7, SK-BR-3 und T47D-Zellen unbehandelt sowie nach
Zugabe von 100 ng/ml bzw. 500 ng/ml rekombinantem SFRP1-Protein. Auf makroskopischer
Ebene konnte durch die Hinzugabe von rekombinantem SFRP1-Protein kein Unterschied im
Kolonienwachstum dieser Zelllinien festgestellt werden.
Die makroskopischen Beobachtungen bezu¨glich des Koloniebildungsvermo¨-
gens der mit rekombinantem SFRP1-Protein behandelten basalen und lumina-
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len Mammakarzinomzelllinien konnten in der densitometrischen Auswertung be-
sta¨tigt werden (Abbildung 3.28). Die Normierung erfolgte hierbei in jeder Zell-
linie jeweils auf den Medianwert der unbehandelten Zellen. In allen drei unter-
suchten basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20, MDA-MB-231 und Hs 578T
konnte nach einer Behandlung der Zellen mit rekombinantem SFRP1-Protein
eine verminderte Kolonienbildung beobachtet werden (Abbildung 3.28A). Durch
die Zugabe von rekombinantem SFRP1-Protein auf BT-20-Zellen zeigte sich ein
signifikant (P<0,01) reduziertes Kolonienwachstum um 21,6% bzw. 25,7% (Ver-
gleich der Medianwerte; Spannweite unbehandelter BT-20-Zellen: 89,30-104,30%;
25-75% Quartile: 90,10-104,20%; Spannweite nach Zugabe von 100 ng/ml re-
kombinantem SFRP1-Protein: 58,24-82,70%; 25-75% Quartile: 59,43-79,99%;
Spannweite nach Zugabe von 500 ng/ml rekombinantem SFRP1-Protein: 71,00-
75,03%; 25-75% Quartile: 71,00-74,77%). Fu¨r die MDA-MB-231-Zellen konn-
te eine signifikant (P<0,01) verminderte Kolonienbildung um 31,4% (Vergleich
der Medianwerte) erst durch eine Behandlung mit 500 ng/ml rekombinantem
SFRP1-Protein (Spannweite: 55,01-69,18%; 25-75% Quartile: 55,70-69,15%) im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Spannweite: 87,57-102,70%; 25-75%
Quartile: 89,00-102,40%) beobachtet werden. Die Zugabe von 100 ng/ml (Spann-
weite: 84,90-102,80%; 25-75% Quartile: 86,18-102,20%) rekombinantem SFRP1-
Protein ins Medium hingegen fu¨hrte zu keinem Unterschied im Koloniebildungs-
vermo¨gen dieser Zellen. Bei der Mammakarzinomzelllinie Hs 578T zeigten die
unbehandelten Zellen die sta¨rkste Kolonienbildung (Spannweite: 64,80-112,40%;
25-75% Quartile: 65,99-109,60%). Im Vergleich dazu konnte durch eine Behand-
lung mit 100 ng/ml (Spannweite: 53,63-76,86%; 25-75% Quartile: 54,93-74,90%)
rekombinantem SFRP1-Protein ein um 29,5% reduziertes Kolonienwachstum
(Vergleich der Medianwerte) festgestellt werden, das sich durch eine Zugabe
von 500 ng/ml (Spannweite: 17,72-31,90%; 25-75% Quartile: 18,16-30,13%) re-
kombinantem SFRP1-Protein als signifikant (P<0,01) darstellte.
Fu¨r die drei luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7, SK-BR-3 und T47D
konnte durch die Behandlung der Zellen mit rekombinantem SFRP1 kein Un-
terschied in der Kolonienbildung festgestellt werden (Abbildung 3.28B).
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Abbildung 3.28: Densitometrische Auswertung des Einflusses von rekombinan-
tem SFRP1-Protein auf das Koloniebildungsvermo¨gen verschiedener basaler und
luminaler Mammakarzinomzelllinien. Nach der Fixierung sowie Anfa¨rbung der Zellen er-
folgte die densitometrische Auswertung. (A) In allen drei basalen Mammakarzinomzelllinien
BT-20, MDA-MB-231 und Hs 578T zeigte sich durch die Zugabe von 500 ng/ml rekombinan-
tem SFRP1-Protein ein signifikant vermindertes Kolonienwachstum. Durch eine Behandlung
mit 100 ng/ml rekombinantem SFRP1-Protein konnte nur bei den BT-20-Zellen ein signi-
fikant reduziertes Koloniebildungsvermo¨gen beobachtet werden. (B) Bei den untersuchten
luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7, SK-BR-3 und T47D fu¨hrte die Behandlung der
Zellen mit rekombinantem SFRP1-Protein sowohl mit 100 ng/ml als auch mit 500 ng/ml zu
keiner Vera¨nderung der Kolonienbildung. ** P<0,01; n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, ob die Zugabe von re-
kombinantem SFRP1-Protein zu stabil transfizierten SFRP1-Klonen die Ko-
lonienbildung noch weiter reduzieren konnte. Dazu wurden der Leerklon #10
und der SFRP1-Klon #10 der Mammakarzinomzelllinie BT-20 mit rekombinan-
tem SFRP1-Protein behandelt und auf das Koloniebildungsvermo¨gen hin unter-
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sucht (Abbildung 3.29). Erwartungsgema¨ß zeigte der Leerklon #10 (Spannweite:
90,64-127,30%; 25-75% Quartile: 91,80-126,80%) analog zu den vorherigen Da-
ten der BT-20 Wildtyp-Zellen durch die Zugabe von sowohl 100 ng/ml (Spann-
weite: 57,31-65,30%; 25-75% Quartile58,06-63,58%) als auch 500 ng/ml (Spann-
weite: 70,23-84,05%; 25-75% Quartile: 70,59-83,61%) rekombinantem SFRP1-
Protein ein signifikant (P<0,01) vermindertes Kolonienwachstum von 38% bzw.
17,8% (Vergleich der Medianwerte). Der unbehandelte SFRP1-Klon #10 zeigte
verglichen mit dem unbehandelten Leerklon #10 erwartungsgema¨ß eine hochsig-
nifikant (P<0,001) verminderte Kolonienbildung (vgl. Kapitel 3.1.2). Die relati-
ve Kolonienbildung des unbehandelten SFRP1-Klons #10 (Spannweite: 51,85-
58,91%; 25-75% Quartile: 52,33-58,91%) konnte jedoch durch die zusa¨tzliche Ga-
be von 100 ng/ml (Spannweite: 54,72-62,94%; 25-75% Quartile: 55,06-62,87%)
oder 500 ng/ml (Spannweite: 58,55-62,65%; 25-75% Quartile: 58,60-61,35%) re-
kombinantem SFRP1-Protein nicht weiter reduziert werden.
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Abbildung 3.29: Densitometrische Auswertung des Einflusses des rekombinan-
ten SFRP1-Proteins auf das Koloniebildungsvermo¨gen von stabil transfizierten
BT-20 Mammakarzinomzellen. Zur Bestimmung des Koloniebildungsvermo¨gens wurden
1.000 Zellen je Ansatz ausgesa¨t, mit entsprechenden Konzentrationen (unbehandelt, 100 ng/ml
und 500 ng/ml) an rekombinantem SFRP1-Protein versetzt und 14 Tage lang kultiviert. Nach
der Fixierung und Anfa¨rbung der Zellen erfolgte die densitometrische Auswertung. Bei dem
Leerklon #10 der stabil transfizierten BT-20-Zellen konnte ein signifikant vermindertes Ko-
lonienwachstum durch die Zugabe von 100 ng/ml sowie 500 ng/ml rekombinantem SFRP1-
Protein festgestellt werden. Der SFRP1-Klon #10 zeigte verglichen mit dem unbehandelten
Leerklon #10 eine hochsignifikant reduzierte Kolonienbildung. Durch die Behandlung mit re-
kombinantem SFRP1-Protein konnte bei SFRP1-Klon #10 jedoch keine zusa¨tzliche Reduktion
des Kolonienwachstums erreicht werden. ** P<0,01; n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
Insgesamt wurde festgestellt, dass durch die Zugabe von rekombinantem
SFRP1-Protein in das Kulturmedium das Kolonienwachstum nur in den un-
tersuchten basalen Mammakarzinomzelllinien reduziert werden konnte. Auf das
Koloniebildungsvermo¨gen von luminalen Mammakarzinomzellen hatte die Be-
handlung mit rekombinantem SFRP1-Protein keinen Einfluss. Zusa¨tzlich konnte
gezeigt werden, dass eine durch stabile Transfektion mit SFRP1 hervorgerufene
reduzierte Kolonienbildung durch eine Behandlung mit rekombinantem SFRP1-
Protein nicht versta¨rkt werden konnte.
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3.1.11 Der Einfluss von SFRP1 auf das Tumorwachstum
in einem in vivo Tiermodell
Die biologische Funktion von SFRP1 in Mammakarzinomzellen, die zuna¨chst
in funktionellen in vitro Modellen charakterisiert wurde, sollte nun in einem in
vivo Mausmodell na¨her untersucht werden. Hierbei sollte gezeigt werden, inwie-
weit sich die pha¨notypischen Eigenschaften der vera¨nderten Tumorgenese in der
Maus unter mo¨glichst physiologischen Bedingungen widerspiegeln lassen. Da-
zu wurden Xenotransplantationen von dem stabilen SFRP1-Klon #1 und dem
Leerklon #1 der basalen Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 in immunsup-
primierte Nacktma¨use durchgefu¨hrt. Es wurden sechs weiblichen Nacktma¨usen
je 1*106 Zellen des SFRP1-Klons #1 in das linke Brustgewebe injiziert und wei-
tere sechs weibliche Ma¨use erhielten je eine Injektion von einer Suspension mit
1*106 Zellen von Leerklon #1. Im Folgenden wurde das Tumorwachstum u¨ber
einen Zeitraum von 32 Tagen jeweils zweimal pro Woche begutachtet und do-
kumentiert. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 3.30 dargestellt. Bei allen
sechs Ma¨usen, denen Leerklon #1 Zellen injiziert wurden, konnte ein deutli-
ches Tumorwachstum beobachtet werden. Im Gegensatz dazu bildete sich bei
den mit SFRP1-Klon #1 injizierten Tieren nur in 83% (5 von 6) der Fa¨lle ein
Tumor aus. Die Verlaufskurve des Tumorwachstums zeigte zudem deutliche Un-
terschiede zwischen den Leerklon #1 und SFRP1-Klon #1 induzierten Tumoren
(Abbildung 3.30A). Vom vierten bis zum 18. Tag konnte in beiden Gruppen ei-
ne Abnahme der Tumorgro¨ße beobachtet werden. Ab diesem Zeitpunkt kam es
dann in den Leerklon #1 induzierten Tumoren zu einer starken Zunahme des
Tumorvolumens, wa¨hrend das Wachstum der SFRP1-Klon #1 induzierten Tu-
moren stagnierte. Dieser Unterschied wurde bis zu Tag 32 immer gro¨ßer und
stellte sich ab Tag 18 zu jedem Zeitpunkt als signifikant heraus. In Abbildung
3.30B ist ein Foto von vier Tumoren an Tag 32 dargestellt: aus jeder Gruppe
jeweils der kleinste und gro¨ßte Tumor. Hierbei konnten makroskopisch deutliche
Gro¨ßenunterschiede festgestellt werden. Die Leerklon #1 induzierten Tumoren
wiesen ein viel gro¨ßeres Volumen im Vergleich zu den SFRP1-Klon #1 indu-
zierten Tumoren auf. Abschließend wurde die SFRP1 mRNA-Expression aller
elf Tumoren bestimmt. Die SFRP1-Klon #1 induzierten Tumoren (Spannwei-
te: 28.648-1,91*106; 25-75% Quartile: 44.887-1,07*106) zeigten ein signifikant
(P<0,01) um 165.846-fach gesteigertes SFRP1-Expressionslevel verglichen mit
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den Leerklon #1 induzierten Tumoren (Spannweite: 0,02-6,72%; 25-75% Quar-
tile: 0,08-3,33) (Abbildung 3.30C).
Abbildung 3.30: Einfluss von SFRP1 auf das Tumorwachstum in einem in vi-
vo Xenograft-Modell der Maus. Zur in vivo Charakterisierung von SFRP1 wurden Xe-
notransplantationen der mit stabilen Leerklon #1 bzw. SFRP1-Klon #1 transfizierten Zel-
len der basalen Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 in jeweils sechs immunsupprimierte
Nacktma¨use durchgefu¨hrt. (A) Die Verlaufskurve des Tumorwachstums u¨ber 32 Tage wies
auf deutliche Unterschiede zwischen Leerklon #1 und SFRP1-Klon #1 induzierten Tumoren
hin. Die Leerklon #1 Tiere zeigten ab dem 18.Tag nach Injektion der Zellen ein signifikant
gesteigertes Tumorwachstum. * P<0,05; ** P<0,01; n.s.: nicht signifikant; vertikale Linien:
Standardabweichung; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. (B) Repra¨sentatives Foto von zwei
Tumoren jeder Gruppe: links zwei Tumoren von SFRP1-Klon #1 Tieren sowie rechts zwei
Tumoren von Leerklon #1 Tieren. (C) Dargestellt sind die Real-Time PCR basierten SFRP1
mRNA-Expressionsdaten von sechs Leerklon #1 induzierten Tumoren verglichen mit fu¨nf
SFRP1-Klon #1 induzierten Tumoren als Box Plot Grafik. Das Haushaltsgen GAPDH diente
als interner Standard der relativen Expression und normiert wurde auf den Median der Kon-
trollgruppe. Erwartungsgema¨ß zeigten die durch den SFRP1-Klon #1 induzierten Tumoren
eine signifikant gesteigerte SFRP1-Expression. ** P<0,01; horizontale Linie: Median; vertika-
le Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test.
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3.2 Die Analyse SFRP1-assoziierter Zielgene
Insgesamt konnte die tumorsuppressive Funktion von SFRP1 der vorange-
gangenen funktionellen in vitro Analysen auch in einem in vivo Mausmodell
nachgewiesen werden.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte mit einem basalen und einem lumi-
nalen Zellkulturmodell eine Microarray basierte Genexpressionsanalyse durch-
gefu¨hrt werden, um ein genaueres Versta¨ndnis der SFRP1 induzierten komple-
xen Regulationsmechanismen in Brustkrebszellen zu erlangen.
3.2 Die Analyse SFRP1-assoziierter Zielgene in
den in vitro Mammakarzinommodellen SK-
BR-3 und BT-20
Die Charakterisierung von SFRP1, die in vitro bereits an Mammakarzinommo-
dellen der unterschiedlichen molekularen Subtypen erfolgt war, sollte im Fol-
genden mit Hilfe von Genexpressionsanalysen hinsichtlich der molekularen und
biologischen Funktion weiter erforscht werden. Zusa¨tzlich sollten sogenannte
Zielgene der SFRP1-Wirkung identifiziert werden, d.h. solche Moleku¨le, deren
Expression durch SFRP1 reguliert wird. Diese Gene ko¨nnen beispielsweise nach
einem Verlust der SFRP1-Expression aktiviert werden und somit Markermo-
leku¨le fu¨r aberrant aktivierte Signalwege darstellen, die das Tumorwachstum
begu¨nstigen ko¨nnen.
3.2.1 Identifizierung SFRP1-assoziierter Genmuster in den
luminalen SK-BR-3 sowie den basalen BT-20-Zellen
Mit Hilfe von DNA-Microarray-Analysen ist es mo¨glich, die Genexpression des
gesamten Transkriptoms simultan zu untersuchen. Um Gene zu identifizieren,
die durch SFRP1 reguliert werden, wurden U133 plus 2.0 human GeneChipsTM
der Firma Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) in der Chip Facility der Uniklinik
RWTH Aachen hybridisiert. Diese Genarrays enthalten u¨ber 47.000 Transkripte
von GenBankr, dbEST und RefSeq. Die Auswertung der Daten erfolgte in dieser
Arbeit zum einen mit der Software dChip [122] und zum anderen mit dem
Programm BRB-ArrayTools [123] (vgl. Kapitel 2.13.15). Fu¨r die Analyse SFRP1
regulierter Gene in den luminalen SK-BR-3-Zellen wurden vier Leerklone sowie
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vier SFRP1-Klone auf ihr globales Expressionsmuster hin untersucht. Bei den
basalen BT-20-Zellen wurde die Microarray-Analyse mit sechs Leerklonen und
sechs SFRP1-Klonen durchgefu¨hrt.
Bei der Analyse des luminalen SK-BR-3 Mammakarzinommodells mit der
Software dChip konnten 53 mindestens 2-fach differenziell exprimierte Gene
identifiziert werden. Davon waren 25 Gene nach SFRP1-Reexpression herauf-
reguliert und 28 Gene herunter-reguliert. Die zugeho¨rige Kandidatengenliste ist
im Anhang in Tabelle 5.5 gezeigt. In Abbildung 3.31 sind vier mit Hilfe der
Real-Time PCR besta¨tigte Gene aus der dChip Kandidatengenliste fu¨r das lu-
minale Mammakarzinommodell SK-BR-3 dargestellt. Fu¨r das Gen brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) konnte in den luminalen SFRP1 transfizierten SK-
BR-3-Zellen verglichen mit den Leerklonen eine signifikant (P<0,05) um 4,6-fach
erho¨hte mRNA-Expression (Vergleich der Medianwerte) detektiert werden. Die
suppression of tumorigenicity 18 (ST18) Expression lag in den SFRP1-Klonen
ebenfalls signifikant (P<0,01) 13,7-fach herauf-reguliert vor (Abbildung 3.31A).
In Abbildung 3.31B sind beispielhaft zwei signifikant (P<0,05) nach SFRP1-
Reexpression herunter-regulierte Gene in den SK-BR-3 Mammakarzinomzellen
gezeigt: lymphocyte antigen 96 (LY96) und matrix metalloproteinase 1 (MMP1).
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Abbildung 3.31: Besta¨tigung differenziell regulierter Kandidatengene des lumina-
len SK-BR-3 Mammakarzinommodells mit Hilfe der Real-Time PCR. Dargestellt
sind in der Real-Time PCR besta¨tigte, zwischen Leerklonen (n=5) und SFRP1-Klonen (n=9)
der luminalen SK-BR-3-Zellen differenziell exprimierte Kandidatengene. (A) Die mRNA-
Expression der Gene BDNF und ST18 wurde nach SFRP1-Reexpression signifikant herauf-
reguliert. (B) Fu¨r LY96 und MMP1 konnte eine signifikante Herauf-Regulation der mRNA-
Expression in den Leerklonen festgestellt werden.* P<0,05; ** P<0,01; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
Die Analyse des basalen Mammakarzinommodells BT-20 mit der Software
dChip fu¨hrte zur Identifizierung von 77 mindestens 2-fach differenziell expri-
mierten Genen. Von diesen Genen lagen nach SFRP1-Reexpression 35 herauf-
reguliert und 42 herunter-reguliert vor. Im Anhang ist die komplette Kandi-
datengenliste in Tabelle 5.6 aufgefu¨hrt. Mit Hilfe der Real-Time PCR Analyse
konnte die differenzielle Expression dreier Gene aus der dChip Kandidatenliste
verifiziert werden (Abbildung 3.32). In den BT-20-Zellen war die bridging in-
tegrator 1 (BIN1) sowie die ras-related and estrogen-regulated growth inhibitor-
like (RERGL) mRNA-Expression signifikant (P<0,05) um das 2 bzw. 2,2-fache
in den SFRP1-Klonen erho¨ht. Interessanterweise konnte auch in dem basa-
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len Mammakarzinommodell BT-20 eine signifikante (P<0,05) 1,8-fache Herauf-
Regulation der BDNF mRNA-Level nach SFRP1-Reexpression beobachtet wer-
den.
Abbildung 3.32: Besta¨tigung differenziell regulierter Kandidatengene des basa-
len BT-20 Mammakarzinommodells mit Hilfe der Real-Time PCR. Die Box Plot
Analyse stellt die signifikant differenzielle mRNA-Expression (FC: Fold Change) der herauf-
regulierten Gene BIN1, RERGL und BDNF in den SFRP1-Klonen (n=10) im Vergleich zu
den entsprechenden Leerklonen (n=10) in den basalen BT-20-Zellen dar. * P<0,05; horizon-
tale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile;
zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Im weiteren Verlauf wurden die Microarray-Daten zusa¨tzlich mit dem Pro-
gramm BRB-ArrayTools erneut ausgewertet, um die bisherigen Daten zu ve-
rifizieren. Unter Anwendung der Vergleichsanalyse dieser Software wurden fu¨r
das luminale Mammakarzinommodell SK-BR-3 104 mindestens 2-fach signifi-
kant (P<0,01) differenziell exprimierte Gene gefunden. Davon zeigten 20 Gene
eine Herauf-Regulation und 84 Gene eine Herunter-Regulation der Expression
in den SFRP1-Klonen. Die komplette Kandidatengenliste der mindestens 2-fach
signifikant (P<0,05) differenziell exprimierten Gene ist im Anhang in Tabelle
5.7 zu finden. Fu¨r die basalen BT-20-Zellen konnten bei dieser Analyse insge-
samt 87 mindestens 2-fach signifikant (P<0,05) differenziell exprimierte Gene
identifiziert werden. Hierbei lagen nach SFRP1-Reexpression 23 Gene herauf-
reguliert und 64 Gene herunter-reguliert vor. Im Anhang ist die zugeho¨rige
Kandidatengenliste in Tabelle 5.8 gezeigt. Die Heatmap-Darstellungen der mit
BRB-ArrayTools gefundenen Kandidatengene fu¨r das luminale SK-BR-3 und
das basale BT-20 Mammakarzinommodell sind in Abbildung 3.33 dargestellt.
Drei in dem luminalen SK-BR-3 Modell durch die dChip Analyse identifizier-
te und durch nachfolgende Real-Time PCR besta¨tigte Kandidatengene MMP1,
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LY96 und BDNF konnten wiedergefunden werden konnten.
Abbildung 3.33: Genexpressionssignatur differenzieller SFRP1-assoziierter Zielge-
ne in dem luminalen SK-BR-3 und dem basalen BT-20 Mammakarzinommodell.
(A) Heatmap-Darstellung der 104 Kandidatengene mit einer mindestens 2-fach signifikant
(P<0,01) differenziellen Expression zwischen den Leer- und SFRP1-Klonen in der luminalen
Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3. (B) Bei den BT-20-Zellen konnten 87 Kandidatengene
mit einer mindestens 2-fach signifikanten (P<0,05) differenziellen Expression zwischen den
Leer- und SFRP1-Klonen gefunden werden. Rot: u¨berexprimiert; gru¨n: supprimiert.
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Im Rahmen der Array-Auswertung mit BRB-ArrayTools wurde ebenfalls ei-
ne Gen-Ontologie (GO) Analyse SFRP1-assoziierter Zielgene durchgefu¨hrt. Die
GO-Datenbank deckt die drei Bereiche
”
Zellula¨re Komponente“ (CC, cellular
component),
”
Molekulare Funktion“ (MF, molecular function) und
”
Biologi-
scher Prozess“ (BP, biological process) ab. Diese GO Klassen wurden dann in
weitere GO Termini unterteilt, wodurch eine weitere Gruppierung der SFRP1-
assoziierten Gene mo¨glich war. Zuna¨chst wurden die 104 Kandidatengene, die in
der luminalen SK-BR-3 Mammakarzinomzelllinie identifiziert wurden, mit Hilfe
der GO Analyse gruppiert. Dabei konnte beispielsweise eine U¨ber-Repra¨sentation
des GO Terminus
”
endokrine Hormonsekretion“ in der GO Klasse
”
Biologischer
Prozess“ detektiert werden. In diesem GO Terminus konnten 8 von 104 (7,7%)
Genen beobachtet werden, obwohl nur 1,4% erwartet wurden. Daraus ergab
sich ein
”
Beobachtet vs. Erwartet“ Verha¨ltnis von 5,7, d.h. die 8 Gene im GO
Terminus
”
endokrine Hormonsekretion“ lagen 5,7-fach u¨ber-repra¨sentiert vor.
In Tabelle 3.1 ist die Assoziation der 104 Kandidatengene mit weiteren GO
Termini aufgefu¨hrt.
Tabelle 3.1: Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini der
104 Kandidatengenliste des luminalen SK-BR-3 Mammakarzinommodells
GO
Klasse
GO ID GO Terminus Beob-
achtet
Erwartet Beobachtet/
Erwartet
CC GO:0043235 Rezeptorkomplex 8 3,33 2,40
CC GO:0043025 neuronaler Zellko¨rper 9 4,18 2,15
MF GO:0070491 Unterdru¨cken von
Transkriptionsfaktor
Bindung
5 1,23 4,06
BP GO:0051953 negative Regulation
des Amintransportes
7 0,70 9,97
BP GO:0002042 Zellmigration invol-
viert in Angiogenese
7 1,17 5,98
BP GO:0060986 endokrine Hormonse-
kretion
8 1,40 5,70
BP GO:0016577 Histondemethylierung 5 1,17 4,27
BP GO:0002040 sprouting Angiogene-
se
7 1,72 4,08
BP GO:0044060 Regulation endokri-
ner Prozesse
5 1,25 4,01
CC: Cellular Component ; MF: Molecular Function; BP: Biological Process.
Neben einem Zusammenhang mit der Regulation endokriner Prozesse konnte
vor allem eine Assoziation zur Angiogenese detektiert werden. Dies spiegelte
sich durch die GO Termini
”
Zellmigration involviert in Angiogenese“ (5,7-fach
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u¨ber-repra¨sentiert) und
”
sprouting Angiogenese“ (4,08-fach u¨ber-repra¨sentiert)
wieder.
Nachfolgend wurde mit Hilfe einer Genset-Vergleichsanalyse eine GO Anno-
tation des gesamten Microarray-Datensatzes fu¨r die luminale Mammakarzinom-
zelllinie SK-BR-3 durchgefu¨hrt. Hierbei lagen 1017 von 3955 Gensets unter dem
Signifikanzniveau von P<0,05, wovon 935 Gensets von den LS/KS Permutati-
ons Tests und 935 Gensets vom Efron-Tibishirani’s GSA Test detektiert wur-
den. Diese 1017 signifikanten Gensets teilten sich folgendermaßen in die drei GO
Klassen auf: 23 von 295 analysierten Gensets wurden der GO Klasse
”
Zellula¨re
Komponente“, 103 von 496 analysierten Gensets der GO Klasse
”
Molekulare
Funktion“ sowie 891 von 3164 analysierten Gensets der GO Klasse
”
Biologi-
scher Prozess“ zugeordnet. In Tabelle 3.2 ist eine Auswahl der detektierten GO
Termini aufgelistet.
Tabelle 3.2: Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini des lu-
minalen SK-BR-3 Mammakarzinommodells innerhalb des gesamten Microarrays
GO
Klasse
GO ID GO Terminus Anzahl
der
Gene
LS
Per-
muta-
tion
P-
Wert
KS
Per-
muta-
tion
P-
Wert
Efron-
Tib-
shirani’s
GSA
Test
P-Wert
BP GO:0001525 Angiogenese 91 0,00001 0,00052 0,005(+)
BP GO:0030510 Regulation des
BMP-Signalwe-
ges
10 0,0004 0,03264 <0,005(-)
BP GO:0007224 Smoothened -Sig-
nalweg
11 0,00084 0,17282 0,005(-)
BP GO:2000050 Regulation des
nicht-kanoni-
schen WNT-Sig-
nalweges
5 0,00033 0,2385 <0,005(-)
BP GO:0060071 WNT-Signalweg,
Planar Cell Pola-
rity-Signalweg
7 0,00058 0,36931 <0,005(-)
BP GO:0001841 Neuralrohrbildung 32 0,00136 0,16301 <0,005(-)
BP GO:0032870 zellula¨re Antwort
auf einen Hor-
monstimulus
81 0,00007 0,07944 0,125(+)
BP: Biological Process; fett gedruckte Werte stehen fu¨r signifikante Werte auf einem Si-
gnifikanzniveau von P<0,05.
Hierbei konnte neben neuronalen Prozessen wieder eine Assoziation zur An-
giogenese und zur Hormonantwort festgestellt werden. Außerdem wurde ein
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Einfluss der SFRP1-Expression auf die Regulation einiger Signalwege wie bei-
spielsweise dem WNT-Signalweg sowie dem BMP- und Smoothened -Signalweg
beobachtet.
Die gleichen Analysen wurden im Anschluss auch fu¨r das basale BT-20
Mammakarzinommodell durchgefu¨hrt. Bei der Gruppierung der in den BT-20-
Zellen detektierten 87 Kandidatengene in die unterschiedlichen GO Termini wur-
den in der GO Klasse
”
Zellula¨re Komponente“ zwei stark u¨ber-repra¨sentierte
Termini identifiziert. Der GO Terminus
”
Laminin Komplex“ lag 47-fach u¨ber-
repra¨sentiert vor und der GO Terminus
”
Basallamina“ zeigte eine U¨ber-Re-
pra¨sentation von 41-fach. Weitere ausgewa¨hlte GO Termini sind in Tabelle 3.3
aufgelistet.
Tabelle 3.3: Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini der
87 Kandidatengenliste des basalen BT-20 Mammakarzinommodells
GO
Klasse
GO ID GO Terminus Beob-
achtet
Erwartet Beobachtet/
Erwartet
CC GO:0043256 Laminin Komplex 8 0,17 47,08
CC GO:0005605 Basallamina 9 0,22 41,62
MF GO:0001664 Bindung von G-Pro-
tein gekoppelten Re-
zeptoren
5 0,69 7,23
BP GO:0030178 negative Regulation
des WNT-Signalwe-
ges
6 0,83 7,23
BP GO:0030111 Regulation des
WNT-Signalweges
9 1,38 6,51
BP GO:0050678 Regulation der epi-
thelialen Zellprolife-
ration
5 1,04 4,78
BP GO:0001525 Angiogenese 6 1,80 3,34
BP GO:0060070 kanonischer WNT-
Signalweg
5 1,54 3,25
BP GO:0030155 Regulation der Zel-
ladha¨sion
5 1,54 3,25
CC: Cellular Component ; MF: Molecular Function; BP: Biological Process.
Es konnte eine starke Assoziation zur Regulation des kanonischen WNT-
Signalweges sowie zur Angiogenese gezeigt werden. Außerdem wurde ein Zu-
sammenhang zur Regulation tumorassoziierter Eigenschaften von Zellen, wie
der Zellproliferation oder der Adha¨sion, beobachtet.
Bei der Genset-Vergleichsanalyse des gesamten Microarrays der basalen Mam-
makarzinomzelllinie BT-20 konnten 557 (von 3544) signifikante (P<0,05) Gen-
sets identifiziert werden. Dabei zeigten 394 Gensets ein Signifikanzniveau von
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P<0,05 bei den LS/KS Permutation Tests sowie 412 Gensets bei dem Efron-
Tibishirani’s GSA Test. Von den 557 Gensets konnten 40 von 292 analysierten
Gensets in der GO Klasse
”
Zellula¨re Komponente“, 56 von 447 analysierten
Gensets in der GO Klasse
”
Molekulare Funktion“ und 461 von 2805 analysier-
ten Gensets in der GO Klasse
”
Biologischer Prozess“ detektiert werden. Eine
Auswahl der gefundenen GO Termini ist in Tabelle 3.4 zu finden.
Tabelle 3.4: Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini des
basalen BT-20 Mammakarzinommodells innerhalb des gesamten Microarrays
GO
Klasse
GO ID GO Terminus Anzahl
der
Gene
LS
Per-
muta-
tion
P-
Wert
KS
Per-
muta-
tion
P-
Wert
Efron-
Tib-
shirani’s
GSA
Test
P-Wert
BP GO:0045785 positive Re-
gulation der
Zalladha¨sion
6 0,00262 0,20461 <0,005(-)
BP GO:0045892 negative Re-
gulation der
Transkription,
DNA-abha¨ngig
29 0,0019 0,12585 0,095(-)
BP GO:0043065 positive Regulati-
on apoptotischer
Prozesse
30 0,00543 0,05681 0,03(+)
BP GO:0045765 Regulation der
Angiogenese
8 0,00704 0,19637 <0,005(-)
BP GO:0030308 negative Re-
gulation des
Zellwachstums
9 0,00732 0,23562 0,06(-)
BP GO:0090090 negative Regula-
tion des kanoni-
schen WNT-Sig-
nalweges
7 0,0076 0,57791 0,005(-)
BP GO:0030509 BMP-Signalweg 8 0,0143 0,8705 0,005(-)
BP GO:0021915 Neuralrohrent-
wicklung
9 0,01324 0,6942 <0,005(-)
BP GO:0001525 Angiogenese 18 0,0239 0,44111 0,06(-)
BP GO:0030111 Regulation des
WNT-Signalwe-
ges
14 0,02798 0,63057 0,085(-)
BP GO:0007224 Smoothened -
Signalweg
5 0,00353 0,31383 <0,005(-)
BP: Biological Process; fett gedruckte Werte stehen fu¨r signifikante Werte auf einem Si-
gnifikanzniveau von P<0,05.
Der Zusammenhang zur Regulation des WNT-Signalweges stand auch bei
der Analyse der gesamten Microarray-Daten wieder im Vordergrund. Außer-
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dem konnte eine Verknu¨pfung zu anderen Signalwegen wie dem BMP- oder
Smoothened -Signalweg hergestellt werden. Weiterhin wurde eine Assoziation zur
Regulation einer Vielfalt von elementaren Eigenschaften von Tumorzellen wie
beispielsweise der Zellproliferation, der Adha¨sion und der Apoptose beobachtet.
Beim Vergleich der GO Analysen zwischen dem luminalen SK-BR-3 und
dem basalen BT-20 Mammakarzinommodell konnten zusammenfassend einige
U¨bereinstimmungen festgestellt werden. Neben der Regulation des BMP- und
Smoothened -Signalweges sowie der Angiogenese wurde ein Zusammenhang zu
neuronalen Prozessen identifiziert. Der wesentliche Unterschied bestand in der
Assoziation zum WNT-Signalweg. Wa¨hrend in den luminalen SK-BR-3-Zellen
ein Einfluss auf die Regulation des nicht-kanonischen WNT-Signalweges gefun-
den wurde, zeigte sich in den basalen BT-20-Zellen ein Zusammenhang zur Re-
gulation des kanonischen WNT-Signalweges.
Im Folgenden sollte jeweils ein herauf- sowie ein herunter-reguliertes Kan-
didatengen tiefergehend untersucht werden. Dazu wurden die Gene LY96 und
BDNF ausgewa¨hlt. Beide Gene wurden sowohl durch die Auswertung mit der
Software dChip als auch mit dem BRB-ArrayTools Programm als differenziell
exprimierte Gene nach SFRP1-Reexpression identifiziert.
3.2.2 Verifizierung der Kandidatengene LY96 und BDNF
auf Proteinebene sowie in dem SFRP1-Knockout
Mausmodell
Zur weiteren Verifizierung der Kandidatengene LY96 und BDNF sollte ihre
Expression auch auf Proteinebene in den stabil transfizierten SK-BR-3-Zellen
sowie in einem SFRP1-Knockout Mausmodell untersucht werden. In Abbildung
3.34 sind die Ergebnisse zur Analyse der LY96-Proteinexpression nach SFRP1-
Reexpression in der luminalen Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 dargestellt.
Dabei konnte in allen drei untersuchten Leerklonen (#1, #4 und #8) eine deut-
liche LY96-Proteinbande mit einer Gro¨ße von 25 kDa detektiert werden (Ab-
bildung 3.34A). Bei den SFRP1-reexprimierenden Zellen zeigte hingegen nur
der Einzelklon #11 eine leichte LY96-Proteinexpression. In der densitometri-
schen Auswertung wurde auf die mediane LY96-Proteinexpression der Leerklo-
ne normiert. Die Leerklone (Spannweite: 22,23-198,80%; 25-75% Quartile: 47,39-
163,40%) wiesen eine um 60% signifikant gesteigerte LY96-Proteinexpression im
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Vergleich zu den korrespondierenden SFRP1-Klonen (Spannweite: 0,28-102,20%;
25-75% Quartile: 4,68-86,51%) auf (Abbildung 3.34B). Somit konnte fu¨r das
Kandidatengen LY96 die auf mRNA-Ebene beobachtete differenzielle Expressi-
on nach SFRP1-Reexpression auch auf Proteinebene besta¨tigt werden.
Abbildung 3.34: Western-Blot Analyse der LY96-Proteinexpression in dem lu-
minalen SK-BR-3 Mammakarzinommodell. (A) In den stabil transfizierten SK-BR-3-
Zellen zeigte sich eine LY96-Proteinexpression in allen drei Leerklonen (#1, #4 und #8). Im
Gegensatz dazu konnte bei den SFRP1 reexprimierenden Zellen nur in Klon #11 eine leichte
LY96-Proteinexpression detektiert werden. Als Ladekontrolle fu¨r die gesamte Proteinkonzen-
tration diente β-Aktin. (B) Densitometrisch ausgewertet konnte eine signifikant gesteigerte
LY96-Proteinexpression in den Leerklonen festgestellt werden. * P<0,05; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
Die Sensitivita¨t des in dieser Studie verwendeten BDNF-Antiko¨rpers war
zu gering, so dass eine Besta¨tigung der differenziellen BDNF-Expression auf
Proteinebene in den SK-BR-3-Zellen nicht mo¨glich war.
Im Folgenden wurde die LY96 und BDNF mRNA-Expression in einem
SFRP1-Knockout Mausmodell analysiert. Diese Untersuchung sollte zeigen, ob
die in vitro in humanen Zellen gefundenen Kandidatengene auch im muri-
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nen in vivo System besta¨tigt werden konnten. Dazu wurde ein kleines Kol-
lektiv (n=16) an Brustgeweben weiblicher Ma¨use (acht SFRP1−/− und acht
SFRP1+/+ oder +/−) zusammengestellt und auf die murine LY96 bzw. BDNF
mRNA-Expression hin untersucht. Fu¨r die murine LY96 -Expression konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen SFRP1−/− und SFRP1+/+ oder +/− Ma¨usen
festgestellt werden (Abbildung 3.35A). Bei den SFRP1+/+ oder +/− Ma¨usen zeig-
te sich fu¨r BDNF eine 1,9-fach erho¨hte mRNA-Expression im Vergleich zu den
SFRP1−/− Ma¨usen, die jedoch ebenfalls nicht signifikant war (Abbildung 3.35B).
Abbildung 3.35: Analyse der LY96 und BDNF mRNA-Expression in SFRP1-
Knockout Ma¨usen. Mit Hilfe der Real-Time PCR konnten die mRNA-Expressionen der
murinen LY96 und BDNF Gene untersucht werden. Hierbei wurde die mRNA-Expression
(FC: Fold Change) in acht SFRP1−/− sowie in acht SFRP1+/+ oder +/− Ma¨usen gemessen.
Durch Normierung auf die mediane Expression der SFRP1−/− Ma¨use konnte das jeweilige
Expressionslevel berechnet werden. Als interner Standard der relativen Expression diente das
murine Haushaltsgen GAPDH. (A) Fu¨r die LY96 mRNA-Expression konnte kein Unterschied
festgestellt werden. (B) In den SFRP1−/− Ma¨usen zeigte sich eine nicht signifikant vermin-
derte BDNF mRNA-Expression. n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie: Median; vertikale
Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test.
Als Fazit zeigte sich, dass die in vitro gefundenen differenzielle Expression
der Kandidatengene LY96 und BDNF in vivo in einem SFRP1-Knockout Maus-
modell nicht besta¨tigt werden konnten. Lediglich fu¨r die murine BDNF mRNA-
Expression zeigte sich ein Trend zur Herauf-Regulation in den SFRP1+/+ oder +/−
Ma¨usen. Im Gegensatz dazu konnte fu¨r das Kandidatengen LY96 eine differen-
zielle Expression auf Proteinebene in den SK-BR-3 Klonen verifiziert werden.
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3.2.3 Die Assoziation der SFRP1 und LY96 bzw. BDNF
mRNA-Expression in prima¨ren Mammakarzinomen
Im weiteren Verlauf sollte die in den stabil transfizierten Zellen gefundene dif-
ferenzielle Expression der Kandidatengene LY96 und BDNF ex vivo in einem
Set von Mammakarzinomgeweben verifiziert werden. Dazu wurde die mRNA-
Expression der beiden Kandidatengene an einem Kollektiv von 85 Tumor- sowie
10 angrenzenden Normalgeweben ermittelt (Abbildung 3.36). Fu¨r LY96 konnte
ein signifikanter (P<0,01), im Median 3,8-facher Anstieg der mRNA-Expression
in den Tumorgeweben (Spannweite: 0,11-88,57; 25-75% Quartile: 1,81-7,58) ver-
glichen zu den Normalgeweben (Spannweite: 0,40-2,69; 25-75% Quartile: 0,54-
2,17) detektiert werden (Abbildung 3.36A). Im Gegensatz dazu zeigten die Nor-
malgewebe (Spannweite: 0,10-16,64; 25-75% Quartile: 0,23-4,40) eine signifikant
um 3,3-fach gesteigerte BDNF mRNA-Expression im Vergleich zu den Tumorge-
weben (Spannweite: 0,00-4,86; 25-75% Quartile: 0,07-0,70) (Abbildung 3.36B).
Abbildung 3.36: LY96 und BDNF mRNA-Expression in Tumor- und Normal-
gewebeproben. Real-Time PCR Analyse der LY96 und BDNF mRNA-Expression (FC:
Fold Change) in 85 Tumorgeweben sowie 10 angrenzenden Normalgeweben. Das Haushalts-
gen GAPDH wurde hierbei als interner Standard verwendet und die Normierung erfolgte
jeweils auf die mediane Expressionswerte der Normalgewebe. (A) Die relative LY96 mRNA-
Expression lag in den Tumorgeweben signifikant um den Faktor 3,8 erho¨ht vor, verglichen
mit den angrenzenden Normalgeweben. (B) Die Analyse zeigte einen signifikanten, 3,3-fachen
Verlust der BDNF mRNA-Expression in den Tumorgeweben (Vergleich der Medianwerte).
* P<0,05; ** P<0,01; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum;
Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Um einen mo¨glichen Zusammenhang zwischen der SFRP1 - und sowohl der
LY96 - als auch der BDNF-Expression festzustellen, wurde im weiteren Ver-
lauf eine Korrelationsanalyse mit den mRNA-Expressionsdaten der jeweiligen
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Moleku¨le in den Tumorgeweben durchgefu¨hrt. In der linearen Regressionsana-
lyse zeigte sich hierbei kein Zusammenhang zwischen der SFRP1 und LY96
mRNA-Expression (Abbildung 3.37A). Im Gegensatz dazu konnte ein hochsig-
nifikanter (P<0,001) linearer Zusammenhang zwischen der SFRP1 und BDNF
mRNA-Expression im Tumorgewebe festgestellt werden (Abbildung 3.37B). Das
Bestimmtheitsmaß, bei dem 1 der Idealwert ist, beschreibt den linearen Zusam-
menhang der Variablen und dru¨ckte mit 0,9642 fu¨r BDNF somit einen fast
linearen Zusammenhang zwischen der SFRP1 und BDNF mRNA-Expression
aus.
Abbildung 3.37: Lineare Regressionsanalyse der SFRP1 und LY96 bzw. BDNF
mRNA-Expression in humanen Tumorgeweben. Aufgetragen ist die LY96 bzw. BDNF
mRNA-Expression gegen die SFRP1 mRNA-Expression innerhalb humaner Tumorgewebe.
Die schwarzen Punkte repra¨sentieren dabei die Expressionswerte der jeweiligen Patienten-
probe. Diese orientieren sich an der Regressionsgeraden innerhalb des Vertrauensbereiches
(rote gestrichelte Linie). (A) Die LY96 mRNA-Expression zeigte keine Korrelation mit der
SFRP1 mRNA-Expression in 86 untersuchten Tumorgeweben. (B) Fu¨r die BDNF und SFRP1
mRNA-Expression konnte hingegen eine hochsignifikante Korrelation in einem Kollektiv von
87 Tumorgeweben festgestellt werden. *** P<0,001; n.s.: nicht signifikant; r2: Bestimmtheits-
maß.
Des Weiteren ließ sich eine ebenfalls signifikante (P<0,05) positive Korrela-
tion zwischen der BDNF - und SFRP1 -Expression auf mRNA-Ebene mit dem
Chi-Quadrat Test nach Pearson nachweisen (Tabelle 3.5). Die Dichotomisie-
rung erfolgte hierbei jeweils an dem medianen Fold Change (FC) der mRNA-
Expression im Tumorgewebe. Fu¨r die LY96 und SFRP1 mRNA-Expression
konnte auch mit dem Chi-Quadrat Test kein Zusammenhang festgestellt werden.
140
3.2 Die Analyse SFRP1-assoziierter Zielgene
Tabelle 3.5: Korrelation der mRNA-Expression von SFRP1 und LY96 bzw.
BDNF in prima¨ren Mammakarzinomen
na SFRP1 mRNA-Expressionb Korre-
lationc
P-Wertd
LY96 mRNA-
Expressionb gering (FC<1,938) hoch (FC≥1,938)
gering (FC<0,928) 43 23 20 0,070 0,523
hoch (FC≥0,928) 43 20 23
BDNF mRNA-
Expressionb gering (FC<1,972) hoch (FC≥1,972)
gering (FC<0,556) 44 27 17 0,218 0,042
hoch (FC≥0,556) 43 17 26
a Proben von Patientinnen mit einem prima¨ren, unilateralen, invasiven Mammakarzinom;
b Dichotomisierung am medianen Fold Change (FC) der Tumorgewebe-Expression;
c Pearsons Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient;
d Chi-Quadrat Test nach Pearson mit zweiseitigem Signifikanzlevel (P<0,05), signifikante
P-Werte sind in Fettschrift dargestellt.
Zusammenfassend konnte eine erho¨hte LY96 sowie eine verringerte BDNF
mRNA-Expression in den Tumorgeweben im Vergleich zu den angrenzenden
Normalgeweben detektiert werden. Innerhalb der Tumorgewebe korrelierte die
SFRP1 -Expression nur mit der BDNF -Expression. Fu¨r die SFRP1 - und LY96 -
Expression konnte kein linearer Zusammenhang beobachtet werden. Daher kon-
zentrierten sich die nachfolgenden Analysen ausschließlich auf das Kandidaten-
gen BDNF.
Zuna¨chst sollten die Unterschiede in der BDNF -Expression zwischen Normal-
und Tumorgewebe in einem unabha¨ngigen Datensatz u¨berpru¨ft werden. Dazu
wurden die Genexpressionsdaten von 1032 Brustkrebspatientinnen in der The
Cancer Genome Atlas (TCGA) Datenbank hinsichtlich der BDNF-Expression
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass BDNF in den Tumorgeweben im Vergleich
zu den Normalgewebsproben herunter-reguliert vorlag (Abbildung 3.38).
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Abbildung 3.38: Analyse der BDNF -Expression in Normal- und Tumorgewe-
ben mit Hilfe der TCGA Datenbank. Die BDNF-Expression wurde in einem Kollektiv
von 1032 Gewebeproben analysiert. Dabei zeigte sich einer Herunter-Regulation der BDNF -
Expressionslevel in den Tumorgeweben verglichen mit den Normalgeweben.
Anhand dieser Daten konnte die Herunter-Regulation der BDNF-Expression
im Tumorgewebe in einem unabha¨ngigen und erheblich gro¨ßeren Kollektiv be-
sta¨tigt werden.
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3.3 BDNF als potenzielles Target der SFRP1
vermittelten Signaltransduktion
3.3.1 Die Assoziation der SFRP1- und BDNF-Protein-
expression in prima¨ren Mammakarzinomen
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Tissue Microarray (TMA) im Hinblick auf
die beiden Moleku¨le SFRP1 und BDNF immunhistologisch analysiert, die Ex-
pressionen miteinander korreliert und anschließend statistisch ausgewertet. Da-
mit sollte untersucht werden, ob die physiologische Relevanz der SFRP1-BDNF-
Expression, die auf mRNA-Ebene gezeigt werden konnte, auch auf Proteinebene
besta¨tigt werden kann. Nach Auswertung der immunhistochemischen Fa¨rbungen
der TMAs konnte ein Kollektiv von 144 Gewebeproben zusammengestellt wer-
den, bei denen sowohl die SFRP1- als auch die BDNF-Proteinanalyse vorlagen.
Dabei wurde die BDNF- sowie die SFRP1-Proteinexpression am Medianwert
der jeweiligen Immunoreaktivita¨tswerte (Score von 0-3) des TMAs dichotomi-
siert, sodass eine geringe Expression (Score 0-1) von einer starken Expression
(Score 2-3) unterschieden werden konnte. In U¨bereinstimmung mit den mRNA-
Expressionsanalysen konnte auch auf Proteinebene in soliden Mammakarzino-
men eine signifikante, positive Korrelation (P<0,001) zwischen der BDNF- und
SFRP1-Proteinexpression besta¨tigt werden (Tabelle 3.6).
Tabelle 3.6: Korrelation der Proteinexpression von SFRP1 und BDNF in
prima¨ren Mammakarzinomen
na SFRP1 Proteinexpressionb Korrelationc P-Wertd
BDNF-Proteinex-
pressionb
gering (0-1) hoch (2-3)
gering (0-1) 46 31 15 0,401 0,000
hoch (2-3) 98 25 73
a Proben von Patientinnen mit einem prima¨ren, unilateralen, invasiven Mammakarzinom;
b Immunoreaktiver Wert (0-3);
c Pearsons Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient;
d Chi-Quadrat Test nach Pearson mit zweiseitigem Signifikanzlevel (P<0,05), signifikante
P-Werte sind in Fettschrift dargestellt.
Abbildung 3.39 stellt diese Korrelation anhand von sechs Gewebeproben des
TMAs exemplarisch dar, indem in der jeweils gleichen Patientin (#1 bis #6) die
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BDNF- und SFRP1-Proteinexpression gegenu¨bergestellt wurde. Hierbei zeigte
sich, dass die Gewebeproben #1 bis #3 keine BDNF- und SFRP1-Expression
aufwiesen, wohingegen in den Gewebeproben #4 bis #6 eine Proteinexpression
sowohl fu¨r BDNF als auch fu¨r SFRP1 detektiert werden konnte.
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Abbildung 3.39: Korrelation der BDNF- und SFRP1-Proteinexpression in
prima¨ren Mammakarzinomen. In Gewebeproben von sechs Patientinnen (#1 bis #6)
wurde die BDNF- (rechte Spalte) und SFRP1-Proteinexpression (linke Spalte) exemplarisch
gegenu¨bergestellt. Die oberen drei Bilderreihen (#1 bis #3) stellen drei Gewebeproben dar,
in denen keine BDNF- und SFRP1-Expression vorlag. Im Gegensatz dazu konnte in den drei
unteren Proben (#4 bis #6) sowohl fu¨r BDNF als auch fu¨r SFRP1 eine Proteinexpression
beobachtet werden.
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In einem na¨chsten Schritt sollte nun die klinische Relevanz der korrelierenden
BDNF- und SFRP1-Expression untersucht werden. Dazu wurden eine mo¨gliche
Assoziation zu den kliniko-pathologischen Parametern der Tumorgewebe des
TMAs sowie ein Einfluss auf das U¨berleben der Mammakarzinompatientinnen
untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Kombination der BDNF-
und SFRP1-Expression signifikant (P<0,05) mit dem HER2-Status der Tumoren
positiv korrelierte (Tabelle 3.7).
Tabelle 3.7: Die Assoziation der BDNF- und SFRP1-Proteinexpression zu kliniko-
pathologischen Parametern der untersuchten Gewebeproben
BDNF-& SFRP1-Proteinexpression
Kliniko-pathologische Parameter na gering hoch P-Wertb
Alter bei Diagnose
Median <60 79 38 41 0,553
≥60 64 34 30
Tumorgro¨ßec
pT1-3 116 54 62 0,084
pT4 26 17 9
Lymphknotenstatusc
pN0 54 23 31 0,211
pN1-3 84 45 39
O¨strogenrezeptor-
Status Negativ (IRSd0-2) 41 19 22 0,945
Positiv (IRSd3-12) 81 37 44
Progesteronrezep-
tor-Status Negativ (IRSd0-2) 93 46 47 0,509
Positiv (IRSd3-12) 35 15 20
HER2-Statuse
Negativ (0, 1+, 2+) 109 58 51 0,023
Positiv (3+) 17 4 13
a Proben von Patientinnen mit einem prima¨ren, unilateralen, invasiven Mammakarzinom;
b Fisher’s Exakt Test, signifikante P-Werte sind in Fettschrift dargestellt (P<0,05);
c entsprechend der TNM Klassifikation nach Wittekind [15];
d Immunoreaktiver Wert (IRS) nach Remmele und Stegner [69];
e U¨berexpression des ERBB2 Gens (HER2/neu) wurde entsprechend des DAKO-Score IHC
Systems diagnostiziert.
Im Anschluss daran wurden U¨berlebensanalysen durchgefu¨hrt, um einen
mo¨glichen Einfluss der BDNF- und SFRP1-Proteinexpression auf das rezidiv-
freie sowie das Gesamtu¨berleben zu untersuchen (Abbildung 3.40). Ein Zusam-
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menhang zwischen der BDNF- sowie der SFRP1-Proteinexpression und dem
rezidivfreien U¨berleben (RFU¨) der Patientinnen konnte hierbei nicht beobach-
tet werden. Auch bei Kombination der BDNF- und SFRP1-Expression zeig-
te sich kein Einfluss auf das RFU¨ der betroffenen Patientinnen (Abbildung
3.40A und Tabelle 3.8). Im Gegensatz dazu konnte ein Zusammenhang mit
dem Gesamtu¨berleben der betroffenen Patientinnen festgestellt werden (Abbil-
dung 3.40B und Tabelle 3.8). Bei Frauen mit hoher BDNF- oder hoher SFRP1-
Proteinexpression konnte ein verbessertes Gesamtu¨berleben von 20 bzw. 17 Mo-
naten detektiert werden. Bei hoher Expression beider Proteine verla¨ngerte sich
das Gesamtu¨berleben um 34 Monate und stellte sich als signifikant (P<0,01)
heraus.
Abbildung 3.40: Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien sowie des Ge-
samtu¨berlebens in Bezug zur BDNF- und SFRP1-Expression in prima¨ren
Mammakarzinomen. (A) Dargestellt sind der Zusammenhang zwischen der rezidivfreien
U¨berlebenszeit (RFU¨) der betroffenen Patientinnen und der BDNF-, der SFRP1- sowie der
korrelierenden BDNF- und SFRP1-Proteinexpression. Weder fu¨r BDNF und SFRP1 alleine
noch fu¨r die Kombination aus beiden konnte ein Einfluss auf das RFU¨ festgestellt werden.
(B) Im Hinblick auf das Gesamtu¨berleben (GU¨) der Patientinnen konnte ein Zusammenhang
zur BDNF- und SFRP1-Expression beobachtet werden. Frauen mit einer hohen BDNF- sowie
einer hohen SFRP1-Expression (gru¨ne Kurven) zeigten ein durchschnittlich la¨ngeres GU¨ als
Patientinnen mit einer geringen Expression des jeweiligen Proteins (blaue Kurven). Bei Kom-
bination der BDNF- und SFRP1-Proteinexpression stellte sich dieser Zusammenhang auf das
GU¨ als signifikant dar. ** P<0,01; n.s.: nicht signifikant; vertikale Linien: zensierte Fa¨lle.
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Tabelle 3.8: RFU¨ und GU¨ der prima¨ren Mammakarzinome in Bezug zur BDNF-
und SFRP1-Proteinexpression
Rezidivfreies U¨berleben (RFU¨) Gesamtu¨berleben (GU¨)
Mittelwerta, 95% KI, Mittelwerta, 95% KI,
Monate Monate Monate Monate
BDNF-Expression gering 85,8 65,3-106,2 114,1 89,5-138,6
hoch 77,0 63,5-90,5 134,2 117,4-151,0
SFRP1-Expression gering 75,5 56,4-94,7 117,6 94,4-140,7
hoch 82,4 68,0-96,8 134,4 117,0-151,7
BDNF- & SFRP1- gering 75,1 58,9-91,4 111,3 91,4-131,1
Expression hoch 84,7 68,8-100,7 145,7 126,9-164,6
a Die Scha¨tzung ist auf die la¨ngste U¨berlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist; KI: Kon-
fidenzintervall.
Aufgrund der Assoziation mit dem HER2-Status wurden in einem weiteren
Schritt die U¨berlebensanalysen an der Subgruppe der HER2-positiven Tumoren
durchgefu¨hrt (Abbildung 3.41). Fu¨r das rezidivfreie U¨berleben der Patientin-
nen konnte hierbei ein Einfluss sowohl von der BDNF- und SFRP1-Expression
alleine als auch von der korrelierenden Proteinexpression detektiert werden (Ab-
bildung 3.41A und Tabelle 3.9). Patientinnen mit hoher BDNF- und SFRP1-
Expression zeigten ein signifikant (P<0,05) um 66 Monate verla¨ngertes rezi-
divfreies U¨berleben. In Bezug auf das Gesamtu¨berleben konnte ebenfalls ein
Zusammenhang festgestellt werden (Abbildung 3.41B und Tabelle 3.9). Wiesen
die Frauen eine hohe BDNF-, SFRP1- oder korrelierende BDNF- und SFRP1-
Proteinexpression auf, so konnte ein verla¨ngertes Gesamtu¨berleben beobachtet
werden. Im Falle der BDNF-Expression (P<0,05) sowie der Kombination aus
BDNF- und SFRP1- (P<0,01) Expression war dieser Einfluss signifikant und
das U¨berleben der Frauen verla¨ngerte sich um 69 bzw. 82 Monate.
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Abbildung 3.41: Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien sowie des Gesamtu¨ber-
lebens in Bezug zur BDNF- und SFRP1-Expression in der HER2-positiven
Subgruppe der prima¨ren Mammakarzinome. (A) Im Hinblick auf die rezidivfreie
U¨berlebenszeit (RFU¨) der Patientinnen konnte ein Zusammenhang zur BDNF- und SFRP1-
Expression festgestellt werden. Frauen mit einer hohen BDNF- sowie einer hohen SFRP1-
Expression (gru¨ne Kurven) zeigten ein durchschnittlich la¨ngeres RFU¨ als Patientinnen mit
geringer Expression des jeweiligen Proteins (blaue Kurven). Bei Kombination der BDNF-
und SFRP1-Proteinexpression stellte sich dieser Zusammenhang auf das RFU¨ als signifikant
heraus. (B) Abgebildet ist der Zusammenhang zwischen dem Gesamtu¨berleben (GU¨) der
betroffenen Patientinnen und der BDNF-, der SFRP1- sowie der korrelierenden BDNF- und
SFRP1-Proteinexpression. In allen drei Fa¨llen konnte beobachtet werden, dass eine hohe Pro-
teinexpression (gru¨ne Kurven) zu einer verla¨ngerten U¨berlebenszeit der Patientinnen fu¨hrte.
Bei der BDNF-Proteinexpression alleine sowie der Kombination aus BDNF und SFRP1 war
dieser Zusammenhang signifikant. * P<0,05; ** P<0,01; n.s.: nicht signifikant; vertikale Linien:
zensierte Fa¨lle.
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Tabelle 3.9: RFU¨ und GU¨ der HER2-positiven Subgruppe der prima¨ren Mam-
makarzinome im Bezug zur BDNF- und SFRP1-Proteinexpression
Rezidivfreies U¨berleben (RFU¨) Gesamtu¨berleben (GU¨)
Mittelwerta, 95% KI, Mittelwerta, 95% KI,
Monate Monate Monate Monate
BDNF-Expression gering 37,6 17,8-57,3 60,6 21,9-99,3
hoch 92,6 65,8-119,5 129,7 94,6-164,7
SFRP1-Expression gering 35,9 14,5-57,3 61,1 20,9-101,3
hoch 89,8 63,5-116,0 121,6 87,3-155,9
BDNF- & SFRP1- gering 35,3 19,1-51,5 57,8 27,0-88,6
Expression hoch 101,1 72,0-130,2 139,5 101,6-177,4
a Die Scha¨tzung ist auf die la¨ngste U¨berlebenszeit begrenzt, wenn sie zensiert ist; KI: Kon-
fidenzintervall.
Insgesamt konnte festgehalten werden, dass die BDNF-, die SFRP1- sowie
die korrelierende Proteinexpression beider Gene einen Einfluss auf das Gesamt-
u¨berleben der betroffenen Patientinnen hatten. Im Falle von HER2-positiven
Tumoren war dieser Zusammenhang sowohl fu¨r das rezidivfreie als auch fu¨r das
Gesamtu¨berleben sichtbar. Zur Verifizierung der Auswirkung einer BDNF- und
SFRP1-Proteinexpression auf das rezidivfreie sowie das Gesamtu¨berleben wurde
im Folgenden eine in silico Analyse durchgefu¨hrt.
3.3.2 In silico Analyse der SFRP1-BDNF-Expression im
humanen Mammakarzinom
Eine mo¨gliche klinische Relevanz der BDNF - und SFRP1 -Expression in der
Subgruppe der HER2-positiven Tumoren wurde durch eine in silico Analyse
mit Hilfe der Kaplan-Meier Plotter Datenbank untersucht [142]. Der Kaplan-
Meier Plotter ist eine Online-basierte Datenbank, mit der einzelne Gene so-
wie Genkombinationen bezu¨glich ihres Einflusses auf das rezidivfreie bzw. Ge-
samtu¨berleben hin analysiert werden ko¨nnen. Dabei beruhte die Analyse des
rezidivfreien U¨berlebens (RFU¨) sowie des Gesamtu¨berlebens (GU¨) auf der Be-
trachtung von 172 gut annotierten Brustkrebsgeweben. Die Ergebnisse zur Un-
tersuchung des rezidivfreien sowie des Gesamtu¨berlebens in der Subgruppe der
HER2-positiven Tumoren sind in Abbildung 3.42 dargestellt. Die Analyse der
HER2-positiven Tumoren offenbarte einen Einfluss der BDNF-, der SFRP1- so-
wie der korrelierenden Expression sowohl auf das rezidivfreie als auch auf das
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Gesamtu¨berleben der betroffenen Patientinnen. Frauen mit jeweils hoher Pro-
teinexpression zeigten ein signifikant verla¨ngertes rezidivfreies U¨berleben (Ab-
bildung 3.42A). Fu¨r das Gesamtu¨berleben der Patientinnen konnte ebenfalls
ein Einfluss der BDNF- und der SFRP1-Proteinexpression bzw. der Expression
beider Proteine gezeigt werden, der sich jedoch nicht als signifikant darstellte
(Abbildung 3.42B).
Abbildung 3.42: In silico Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien sowie des Ge-
samtu¨berlebens in Bezug zur BDNF- und SFRP1-Expression in der HER2-
positiven Subgruppe der prima¨ren Mammakarzinome. (A) In Bezug auf die rezi-
divfreie U¨berlebenszeit (RFU¨) der Patientinnen konnte ein Zusammenhang zur BDNF-, zur
SFRP1- und zur korrelierenden Expression beider Proteine festgestellt werden. Frauen mit
einer hohen Expression (rote Kurven) zeigten ein signifikant la¨ngeres RFU¨ als Patientinnen
mit einer geringen Expression des jeweiligen Proteins (schwarze Kurven). (B) Abgebildet
ist der Zusammenhang zwischen dem Gesamtu¨berleben (GU¨) der betroffenen Patientinnen
und der BDNF-, der SFRP1- sowie der korrelierenden Proteinexpression. In allen drei Fa¨llen
konnte beobachtet werden, dass eine hohe Expression (rote Kurven) zu einem durchschnitt-
lich verla¨ngerten GU¨ der Patientinnen fu¨hrte. * P<0,05; ** P<0,01; n.s.: nicht signifikant;
vertikale Linien: zensierte Fa¨lle.
Zusammenfassend konnte anhand dieser in silico Analysen verifiziert werden,
dass sowohl die BDNF - und die SFRP1 - als auch die kumulative Expression bei-
der Proteine einen Einfluss auf das rezidivfreie sowie das Gesamtu¨berleben von
Brustkrebspatientinnen in der Subgruppe der HER2-positiven Tumoren hatte.
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3.3.3 Der Einfluss einer BDNF-U¨berexpression in einem
basalen in vitro Brustkrebsmodell der humanen
Zelllinie BT-20
Um festzustellen, ob die Expression von BDNF einen Einfluss auf tumoras-
soziierte Eigenschaften von humanen Brustkrebszellen hat, sollte ein gain-of-
function Zellkulturmodell etabliert werden. Die basale Mammakarzinomzelllinie
BT-20 stellte ein geeignetes Modell dar, da sie keine endogene BDNF-Expression
aufwies.
Die fu¨r die Selektion notwendige G418-Konzentration von 2.000 µg/ml wurde
vor Beginn der Transfektion u¨ber eine Verdu¨nnungsreihe in den BT-20 Wild-
typ-Zellen ermittelt (vgl. Tabelle 2.37). Das Expressionsvektorkonstrukt pT-
Rex-DEST30 mit der BDNF -cDNA wurde zuerst durch eine Transformation
vervielfa¨ltigt und anschließend sequenziert. Da bei der Sequenzierung kein Feh-
ler in der BDNF -cDNA Sequenz gefunden wurde, konnte diese u¨ber das pT-
Rex-DEST30-Expressionsvektorkonstrukt stabil in das Genom der BT-20-Zellen
integriert werden. Als Kontrolle dienten transfizierte BT-20-Zellen, die nur das
Leervektorkonstrukt pT-Rex-DEST30 stabil integriert hatten. Die Besta¨tigung
aller erzeugten Einzelklone erfolgte auf mRNA- und Proteinebene.
Bei der stabilen Transfektion der basalen BT-20 Mammakarzinomzelllinie
wurden 23 Leerklone und 24 BDNF-Klone in Reinkultur gebracht (Abbildung
3.43). Die BDNF mRNA-Expression jedes Einzelklons wurde bestimmt, wobei
sich in 71% (17 von 24) der BDNF-Klone eine deutliche BDNF -Reexpression
zeigte (Abbildung 3.43A). Die BDNF-Klone (Spannweite: 0,57-400,80; 25-75%
Quartile: 1,26-213,30) wiesen im Median eine 50,58-fache U¨berexpression auf, die
sich hochsignifikant (P<0,001) von der BDNF -Expression der Leerklone (Spann-
weite: 0,31-3,47; 25-75% Quartile: 0,56-2,14) unterschied (Abbildung 3.43B).
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Abbildung 3.43: U¨berpru¨fung der BDNF -U¨berexpression in den stabilen Einzel-
klonen der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20. Die BDNF -Reexpression in den
stabil transfizierten BT-20-Zellen wurde zuna¨chst mit Hilfe der Real-Time PCR verifiziert.
(A) Die BDNF mRNA-Expression (FC: Fold Change) wurde in 23 Leerklonen und 24 BDNF-
Klonen gemessen. Durch eine Normierung auf die mediane Expression der Leerklone konnte
das Expressionslevel der BDNF-Klone berechnet werden. Als interner Standard der relativen
Expression diente das Haushaltsgen GAPDH. Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes
einer Messung. (B) Box Plot Darstellung der gemessenen BDNF -Expressionslevel in den ana-
lysierten Leer- und BDNF-Klonen. Die BDNF-Klone zeigten eine im Median um 50,58-fach
gesteigerte BDNF -Expression im Vergleich zu den Leerklonen. *** P<0,001; horizontale Linie:
Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test.
Nachfolgend wurden die stabil transfizierten Einzelklone der basalen Mam-
makarzinomzelllinie BT-20 hinsichtlich ihrer BDNF-Proteinexpression im Wes-
tern-Blot untersucht. In Abbildung 3.44 ist die BDNF-Expression repra¨sentati-
ver Leervektor- sowie BDNF-Klone exemplarisch dargestellt. Lediglich die drei
BDNF-Klone (#5, #8 und #10) zeigten eine Proteinbande fu¨r BDNF auf der
Ho¨he von 25 kDa. Bei den drei Leerklonen (#13, #18 und #22) konnte im Ver-
gleich dazu kein Protein detektiert werden (Abbildung 3.44). Als Ladekontrolle
diente hierbei das Haushaltsprotein β-Aktin.
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Abbildung 3.44: Nachweis der BDNF-Proteinexpression in der stabil transfi-
zierten basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20. Western-Blot Analyse der BDNF-
Proteinexpression verglichen mit den jeweils korrespondierenden mRNA-Expressionsleveln.
Im unteren Teil ist die BDNF-Proteinexpression der stabil transfizierten BT-20-Zellen im Ver-
gleich zur Ladekontrolle β-Aktin dargestellt. Eine sichtbare BDNF-Proteinbande zeigte sich
ausschließlich in den stabil transfizierten BDNF-Klonen #5, #8 und #10. Der obere Teil der
Grafik zeigt vergleichend die relative mRNA-Expression der korrespondierenden Einzelklone.
Vertikale Linien: ± Fehler des Triplikatansatzes einer Messung.
Es konnte gezeigt werden, dass in diesem Zellkulturmodell eine BDNF-
U¨berexpression vorlag und die Zellen daher im weiteren Verlauf fu¨r in vitro Ana-
lysen zur biologischen Wirkung von BDNF genutzt werden konnten. Alle nach-
folgenden Untersuchungen wurden jeweils mit den auf Proteinebene besta¨tigten
Einzelklonen durchgefu¨hrt. Durch funktionelle in vitro Analysen dieses U¨berex-
pressionsmodells sollte der mo¨gliche Einfluss von BDNF auf elementare Eigen-
schaften von Tumorzellen untersucht werden.
In einem ersten Schritt wurde das Proliferationsverhalten der stabilen BT-20
Einzelklone analysiert, um diesbezu¨glich einen mo¨glichen Effekt der BDNF-
Reexpression zu untersuchen. Die Bestimmung der Zellproliferation u¨ber 96 h
erfolgte mit Hilfe eines XTT-Zellproliferationsassays. Die Ergebnisse sind in ei-
ner Verlaufskurve u¨ber vier Tage und in einer Box Plot Darstellung nach 96 h
gezeigt (Abbildung 3.45). Dabei konnte fu¨r die stabil transfizierten BT-20-Zellen
ein leichter Unterschied in der Proliferation nach der Reexpression von BDNF
beobachtet werden (Abbildung 3.45A). Bis zu einem Zeitpunkt von 48 h wuchsen
die Leer- und BDNF-Klone vollkommen identisch, ab 72 h zeigten die BDNF-
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Klone jedoch eine geringe Reduktion im Proliferationsverhalten. Dieser Pro-
liferationsunterschied nach 96 h zwischen Leerklonen (Spannweite: 3,37-4,26;
25-75% Quartile: 3,51-4,14) und BDNF-Klonen (Spannweite: 2,70-4,14; 25-75%
Quartile: 2,96-3,96) stellte sich als signifikant heraus (P<0,05) und belief sich
auf 8% (bei Vergleich der Medianwerte) (Abbildung 3.45B).
Abbildung 3.45: Einfluss der BDNF-Reexpression auf die Zellproliferation der
basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20. U¨ber einen Zeitraum von 96 h wurde die Ab-
sorption (492nm/650nm) zur kolorimetrischen Bestimmung der Zellproliferation (XTT-Assay)
gemessen. Dabei wurden die Werte jeder Versuchsreihe auf den Zeitpunkt 24 h normiert und
fu¨r die untersuchten Leer- und BDNF-Klone jeweils der Mittelwert aus drei unabha¨ngigen Ver-
suchen ermittelt. (A) In den stabil transfizierten BT-20-Zellen sah man in der Verlaufskurve
der Proliferation ab einem Zeitpunkt von 72 h eine minimale Reduktion der Zellproliferation
in den BDNF-Klonen. Vertikale Linien: Standardabweichung (B) Durch die Box Plot Darstel-
lung nach 96 h stellte sich eine leicht signifikante Proliferationsreduktion in den BDNF-Klonen
heraus. * P<0,05; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box:
25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Um Aussagen u¨ber die Fa¨higkeit zur Kolonienbildung, la¨ngerfristige Proli-
ferationseffekte und morphologische Unterschiede treffen zu ko¨nnen, wurde als
na¨chstes ein Colony Formation Assay durchgefu¨hrt. Hierbei konnten die Beob-
achtungen aus dem XTT-Zellproliferationstest jedoch nicht besta¨tigt werden. In
den stabil transfizierten BT-20-Zellen konnte makroskopisch kein Unterschied im
Kolonienwachstum beobachtet werden (Abbildung 3.46A). Bei der densitome-
trischen Auswertung konnte fu¨r die BDNF-Klone (Spannweite: 61,95-200,90%;
25-75% Quartile: 94,71-163,60%) sogar eine leicht erho¨hte Kolonienbildung im
Vergleich zu den korrespondierenden Leerklonen (Spannweite: 41,97-210,30%;
25-75% Quartile: 66,70-139,70%) festgestellt werden, die jedoch nicht signifi-
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kant war (Abbildung 3.46B).
Abbildung 3.46: Einfluss der BDNF-Reexpression auf das Koloniebildungs-
vermo¨gen der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20. Zur Bestimmung des Kolo-
niebildungsvermo¨gens wurden in drei unabha¨ngigen Experimenten 1.000 Zellen je Ansatz
ausgesa¨t, 14 Tage kultiviert, anschließend fixiert, angefa¨rbt und densitometrisch ausgewertet.
(A) Dargestellt ist je ein repra¨sentatives Well einer 6-Well -Platte pro Einzelklon der BT-
20-Zellen. Dabei konnte makroskopisch zwischen den Leerklonen (#13, #18 und #22) und
den BDNF-Klonen (#5, #8 und #10) kein Unterschied in der Kolonienbildung festgestellt
werden. (B) Densitometrisch ausgewertet konnte im Kolonienwachstum in der Box Plot Dar-
stellung kein signifikanter Unterschied zwischen Leer- und BDNF-Klonen beobachtet werden.
n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum;
Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Bei der abschließenden Untersuchung der Zell-Matrix-Adha¨sion zeigten sich
nach BDNF-Reexpression in den BT-20-Zellen keine Unterschiede zwischen Leer-
und BDNF-Klonen (Abbildung 3.47). In den BDNF-Klonen (Spannweite: 96,77-
117,20%; 25-75% Quartile: 97,07-114,70%) konnte eine nicht signifikante, im Me-
dian um 7% erho¨hte Adha¨sionsrate verglichen mit den Leerklonen (Spannweite:
88,77-104,00%; 25-75% Quartile: 92,52-102,30%) festgestellt werden.
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Abbildung 3.47: Einfluss der BDNF-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20. Auf Basis der kolorimetrischen Auswer-
tungen der Kristallviolettfa¨rbungen der fixierten Zellen konnten die relativen Adha¨sionsraten
bestimmt werden. Der Medianwert der Leerklone diente dabei jeweils zur Normierung. Fu¨r
jeden Klon wurde in drei unabha¨ngigen Versuchen eine dreifache Bestimmung durchgefu¨hrt.
In den stabil transfizierten BT-20-Zellen konnte keine Vera¨nderung der Adha¨sionsrate nach
BDNF-Reexpression beobachtet werden. n.s.: nicht signifikant; horizontale Linie: Median;
vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25% bis 75% Quartile; zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test.
Als Fazit zeigte sich, dass die BDNF-Reexpression in der basalen Mamma-
karzinomzelllinie BT-20 alleine zu keinen Vera¨nderungen von tumorassoziierten
Eigenschaften dieser Zelllinie fu¨hrte. Zwar zeigte sich nach 96 h eine verminder-
te Proliferationsrate in den BDNF-Klonen, die jedoch in weiterfu¨hrenden und
la¨ngerfristigen Beobachtungen der Proliferation nicht besta¨tigt werden konnte.
Auch die Adha¨sionsfa¨higkeit der BT-20 Mammakarzinomzellen wurde durch die
BDNF-Reexpression nicht signifikant vera¨ndert.
157
3 Ergebnisse
158
Kapitel 4
Diskussion
4.1 Die Charakterisierung von SFRP1 im hu-
manen Mammakarzinom
SFRP1 ist der derzeit am besten untersuchte Antagonist des WNT-Signalweges.
In einer Vielzahl von Publikationen der letzten Jahre wird SFRP1 als ein zen-
trales Tumorsuppressorgen in der humanen Krebsentstehung dargestellt. Die
SFRP1-Expression geht im Zuge der Tumorentstehung in nahezu allen soli-
den Tumoren des Menschen verloren, z.B. im Dickdarm-, Lungen-, Prostata-,
Magen-, Harnblasen- und Brustkrebs [109, 143, 144, 145, 146, 111]. Dabei konnte
gezeigt werden, dass eine Hypermethylierung des SFRP1 -Promotors die Ursa-
che dieser Gen-Inaktivierung darstellt [147]. Fukui et al. (2005) konnten fer-
ner eine deutliche Korrelation zwischen der SFRP1 -Promotormethylierung und
der Kernlokalisation von β-Catenin als Hinweis fu¨r einen aktivierten WNT-
Signalweg feststellen [143]. In intestinalen Tumoren korreliert die aberrante
Aktivierung des WNT-Signalweges weiterhin mit der Progression des Tumor-
wachstums sowie einer schlechten U¨berlebensprognose fu¨r die Patienten [148].
Im humanen Mammakarzinom kommt es ebenfalls in u¨ber 70% aller Fa¨lle zu
einer starken Reduktion bzw. zum Verlust der SFRP1-Expression [112, 111]. Die-
ser Verlust von SFRP1 ist auf eine Hypermethylierung des SFRP1 -Promotors
zuru¨ckzufu¨hren und geht mit einer schlechten U¨berlebensprognose fu¨r die be-
troffenen Patientinnen einher [113]. Der Grad der SFRP1 -Methylierung steigt
dabei im Laufe der Tumorprogression vom Normalgewebe u¨ber FEA, ADH und
DCIS bis hin zum invasiven Prima¨rkarzinom stetig an [149]. Um die SFRP1 -
Methylierung in der Brusttumorgenese weiter zu charakterisieren, wurde in die-
ser Arbeit erstmalig eine Kohorte von Fernmetastasen humaner Mammakarzi-
nome auf ihre Methylierung hin untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
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in nahezu allen untersuchten Fernmetastasen eine Methylierung des SFRP1 -
Promotors vorliegt. Weiterhin konnte zusammen mit bereits in der Arbeitsgrup-
pe generierten Vordaten [113, 137] eine Steigerung der Methylierungsfrequenz
des SFRP1 -Promotors im progressiven Verlauf des humanen Mammakarzinoms
mit der ho¨chsten Methylierungspra¨valenz in der Gruppe der Fernmetastasen
detektiert werden. Diese Daten untermauern die Feststellung, dass epigeneti-
sche Vera¨nderungen sich im Verlauf der Tumorprogression akkumulieren und die
Hypermethylierung hierbei ein Indikator fu¨r das Risiko der Entwicklung bzw.
Progression des Tumorwachstums darstellt [150, 151, 152]. Gegensa¨tzlich hierzu
zeigen Daten aus metastasierten Nierenzellkarzinomen eine Herauf-Regulation
der SFRP1-Expression sowie eine Hypomethylierung des SFRP1 -Promotors
[153]. In diesen Karzinomen spielt der kanonische WNT-Signalweg, der in vielen
Krebsentita¨ten dereguliert vorliegt, jedoch nur eine untergeordnete Rolle, sodass
eine SFRP1 abha¨ngige Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges als Ur-
sache fu¨r die Entstehung und Progression dieser Erkrankung nicht zu vermuten
ist [153]. Kolorektale Metastasen in der Lunge hingegen weisen ebenfalls eine
hohe Methylierungsfrequenz fu¨r den SFRP1 -Promotor auf, analog zu den Me-
tastasen prima¨rer Mammakarzinome [154]. Der Verlust der SFRP1-Expression
scheint somit in vielen humanen Tumorentita¨ten mit der Progression der Er-
krankung fortzuschreiten. In dieser Arbeit sollte daher das prima¨re Ziel eine
umfassende funktionelle Charakterisierung einer mo¨glichen tumorsuppressiven
Wirkung von SFRP1 im humanen Mammakarzinom anhand unterschiedlicher
in vitro und in vivo Tumormodelle sein.
Eine Voraussetzung fu¨r diese Analysen war die Herstellung geeigneter in vi-
tro Modellsysteme. Humane Zelllinien stellen heutzutage eine leicht verfu¨gbare
und nicht limitierte Quelle an Tumorzellen dar. Fu¨r das humane Mammakarzi-
nom sind mittlerweile u¨ber 100 Zelllinien etabliert, die sich in ihren funktionel-
len Eigenschaften unterscheiden [155]. Aufgrund unterschiedlicher Genexpres-
sionsmuster z.B. des O¨strogenrezeptors-α oder des EGF-Rezeptors werden die
Brustkrebszelllinien in die zwei Subgruppen luminal und basal eingeteilt [156].
Zwei Zelllinien jeder Subgruppe sollten als gain-of-function Modellsysteme fu¨r
die funktionelle SFRP1 Charakterisierung dienen: die basalen BT-20 (basal A)
und MDA-MB-231 (basal B) sowie die luminalen MCF-7 und SK-BR-3-Zellen
[138]. Die Grundvoraussetzung fu¨r die Auswahl der Zelllinien war neben der
Zugeho¨rigkeit zu unterschiedlichen Subtypen auch das Fehlen der endogenen
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SFRP1-Expression. Fu¨r diese vier Zelllinien wurde eine Hypermethylierung des
SFRP1 -Promotors sowie ein Verlust der SFRP1 mRNA-Expression bereits be-
schrieben [113, 157]. Die Zelllinie BT-20 wurde im Jahr 1958 als erste Mam-
makarzinomzelllinie aus einem Prima¨rtumor isoliert und entspricht histologisch
einem Adenokarzinom der zweiten Tumordifferenzierungsstufe [158]. MDA-MB-
231-Zellen wurden urspru¨nglich aus der pleuralen Effusion eines invasiven Ade-
nokarzinoms isoliert, haben einen mesenchymalen Differenzierungsgrad und be-
sitzen hoch-aggressive Eigenschaften [159]. Diese beiden Zelllinien werden mo-
lekulargenetisch dem basalen Subtypen zugeordnet, der sich durch das Fehlen
des O¨strogen-, Progesteron- und des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (HER2) kennzeichnet und mit einem schlechten prognostischen Ver-
lauf der Krankheit assoziiert ist [138]. Die luminalen MCF7-Zellen wurden ur-
spru¨nglich aus der pleuralen Effusion einer 69 Jahre alten Frau mit invasiv
duktalem Karzinom isoliert. Sie sind im Gegensatz zur basalen Subgruppe von
Brustkrebszelllinien Hormonrezeptor positiv und gehen mit einer guten mor-
phologischen Differenzierung sowie einem nicht-invasiven Pha¨notyp einher [138].
Ebenfalls dem luminalen Subtyp zugeordnet wird die 1970 aus einer pleuralen
Effusion isolierte, HER2-positive Zelllinie SK-BR-3 [155]. Zu diesen vier Mo-
dellen konnten stabile gain-of-function Zellkulturmodellsysteme etabliert wer-
den. Die Charakterisierung der stabilen Einzelklone aller Zelllinien ergab sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene eine starke SFRP1-Reexpression. Nach
Besta¨tigung der erfolgreichen Etablierung dieser vier in vitro Modellsysteme
konnte mit der Untersuchung des Einflusses von SFRP1 im Hinblick auf tumor-
relevante Eigenschaften der Mammakarzinomzellen begonnen werden. Zu diesen
Eigenschaften za¨hlen neben der Proliferation und dem Koloniebildungsvermo¨gen
auch die Apoptose, die Adha¨sion sowie die Migration [139].
Ein Verlust der Zellzykluskontrolle kann schon in fru¨hen Phasen der Tu-
morgenese zu ungehinderter Replikation und einer gesteigerten Proliferation
fu¨hren [139]. Aus diesem Grund sollte ein mo¨glicher Einfluss von SFRP1 auf
diese grundlegende Eigenschaft maligner Karzinomzellen untersucht werden. In
den beiden basalen Mammakarzinommodellen BT-20 und MDA-MB-231 wiesen
die SFRP1 exprimierenden Zellen eine hochsignifikante Proliferationsminderung
(52% bzw. 72%) im Vergleich zu den SFRP1 defizienten Zellen auf. Die beiden
luminalen Brustkrebszelllinien MCF7 und SK-BR-3 zeigten im Gegensatz dazu
keine signifikanten Vera¨nderungen der Proliferation nach SFRP1-Reexpression.
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Bei der Analyse der Kolonienbildung ergab sich ein a¨hnliches Bild. Die bei-
den basalen Zelllinien bildeten signifikant weniger Kolonien in den stabilen
SFRP1-Klonen verglichen zu den korrespondierenden Leerklonen, wohingegen
in den luminalen Mammakarzinomzellen keine Unterschiede in der Fa¨higkeit zur
Kolonienbildung detektiert werden konnten. Der kanonische WNT/β-Catenin-
Signalweg ist sowohl fu¨r die Embryonalentwicklung als auch fu¨r die Karzi-
nogenese von großer Bedeutung [83]. Liegt dieser Signalweg aktiviert vor, so
kommt es zu einer intrazellula¨ren Anha¨ufung und Translokation von β-Catenin
in den Nukleus, wo dieses zusammen mit den TCF/LEF-Proteinen als Trans-
kriptionsaktivator wirkt. Infolgedessen werden vorrangig Zielgene aktiviert, die
die Zellproliferation fo¨rdern wie z.B. MYC oder Cyclin D1 [95, 96]. SFRP1
kann als Antagonist die Aktivierung dieses Signalweges jedoch durch die Bin-
dung an WNT-Proteine unterdru¨cken [104, 105]. In den Leerklonen der basa-
len Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 liegt der kanonische
WNT/β-Catenin-Signalweg vermutlich aktiviert vor. Diese Zellen zeigen die
Fa¨higkeit zu einer starken Zellproliferation. Nach SFRP1-Reexpression in die-
sen Zellen kommt es zu einer SFRP1-vermittelten Inhibition dieses Signalweges
und infolgedessen zu einer verminderten Zellproliferation. In den luminalen in
vitro Modelle konnte dieser Effekt jedoch nicht beobachtet werden. Die lumi-
nale Mammakarzinomzelllinie MCF7 weist kein unphosphoryliertes β-Catenin
auf, sodass keine oder nur eine geringe Aktivierung des kanonischen WNT/β-
Catenin-Signalweges vermutet wird [160]. In den luminalen HER2-positiven SK-
BR-3-Zellen kann ebenfalls kein aktives β-Catenin Protein detektiert werden
[161, 162]. Diese Daten deuten darauf hin, dass die beiden luminalen Mamma-
karzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 keinen signifikant aktiven kanonischen
WNT/β-Catenin-Signalweg besitzen und in diesen Zellen entsprechend kein Ein-
fluss einer SFRP1 vermittelten Inhibierung des WNT-Signalweges auf die Zell-
proliferation zu beobachten ist. Ausgehend von dieser Hypothese sollte durch
eine zusa¨tzliche Transfektion der kanonische WNT/β-Catenin-Signalweg in den
luminalen Mammakarzinommodellen aktiviert werden. Das murine WNT1 war
das erste identifizierte Proto-Onkogen, das durch Insertion des MMTV (Mouse
Mammary Tumor Virus) aktiviert wird [163]. Es ist bekannt, dass WNT1 in
Sa¨ugetieren den kanonischen WNT/β-Catenin-Signalweg induzieren kann [84].
Nach zusa¨tzlicher Transfektion mit WNT1 und daraus resultierender Aktivie-
rung des kanonischen WNT/β-Catenin-Signalweges konnte in den stabil mit
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SFRP1 transfizierten luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3
ebenfalls eine Reduktion der Proliferation in den SFRP1-Klonen beobachtet wer-
den. Das u¨berma¨ßig exprimierte SFRP1-Protein konnte nun den durch WNT1-
Transfektion stimulierten kanonischen WNT-Signalweg hemmen. In Leberzell-
karzinom- und Kolonkarzinomzelllinien ist ebenfalls eine reduzierte Kolonienbil-
dung nach versta¨rkter SFRP1-Expression zu beobachten [164, 147]. Allerdings
kann dieses durch SFRP1 vermittelte reduzierte Zellwachstum nur in β-Catenin
abha¨ngigen Leberzellkarzinomzellen detektiert werden [165]. Lavergne und Kol-
legen (2011) stellten zudem fest, dass SFRP1 und SFRP-a¨hnliche Moleku¨le nur
das in vivo Tumorwachstum von β-Catenin abha¨ngigen Kolonkarzinomzellen
hemmen [166]. Die Beteiligung eines β-Catenin unabha¨ngigen Mechanismus in
der WNT vermittelten Wachstumsregulation konnte bisher nur vereinzelt ge-
zeigt werden [165]. Lediglich fu¨r SFRP4 konnte in β-Catenin abha¨ngigen und
β-Catenin unabha¨ngigen Mesotheliomzelllinien nach Reexpression ein reduzier-
tes Zellwachstum beobachtet werden [167].
Im weiteren Verlauf der funktionellen SFRP1-Charakterisierung wurde die
Zell-Matrix-Adha¨sion untersucht, da sie eine weitere fundamentale Eigenschaft
von Tumorzellen darstellt [139, 168]. Die Tumorprogression von benignen La¨si-
onen hin zu invasiven Tumoren ist durch das Ausbrechen von Tumorzellen aus
dem Gewebeverband und anschließender Infiltration in umliegende Regionen ge-
kennzeichnet. Bei dieser U¨berwindung der Zell-Matrix-Adha¨sion sind verschie-
dene Adha¨sionsfaktoren wie beispielsweise Integrine von großer Bedeutung [169,
170]. Der Assay wurde auf MatrigelTM-beschichteten Platten durchgefu¨hrt. Die-
ses Gel ist reich an Zellmatrixproteinen sowie Wachstumsfaktoren und ahmt mit
Komponenten wie Laminin und Kollagen IV die natu¨rliche zellula¨re Basalmem-
bran nach [171]. So wird eine dem in vivo Zustand mo¨glichst a¨hnliche Situation
simuliert. Die Basalmembran ist eine spezialisierte Schicht der extrazellula¨ren
Matrix (ECM), welche die Epithel-Zellschicht stabilisieren und ein Auseinander-
gleiten der Zellen dieser Schicht verhindern soll [172]. Die Adha¨sionsrate konn-
te in den basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 durch
die SFRP1-Reexpression um 44% bzw. 36% gesteigert werden. In den lumi-
nalen Zelllinien MCF7 und SK-BR-3 konnte zuna¨chst keine SFRP1 vermittelte
A¨nderung der Adha¨sionsrate beobachtet werden. Erst nach zusa¨tzlicher WNT1-
Transfektion zeigten die SFRP1-Klone in beiden luminalen Mammakarzinom-
zelllinien MCF7 und SK-BR-3 eine signifikant um 14% bzw. 18% erho¨hte Zell-
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Matrix-Adha¨sion. Der WNT-Signalweg besitzt eine Funktion in der Regulation
der Expression von Fibronektin, einem Glykoprotein der ECM [173]. Fu¨r SFRP2
konnte bereits gezeigt werden, dass es die Bildung des Fibronektin-Integrin Re-
zeptor Komplexes fo¨rdert und somit die Zelladha¨sion begu¨nstigt [174]. Außer-
dem spielt β-Catenin, das zentrale Moleku¨l des kanonischen WNT-Signalweges,
gleichzeitig eine große Rolle in der Cadherin-vermittelten Zelladha¨sion [175].
Der Verlust der Cadherin Expression fu¨hrt zu Tumorzellinvasion und Metasta-
sierung [176]. In den Leerklonen der basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20
und MDA-MB-231 ist der kanonische WNT-Signalweg aktiv, β-Catenin wandert
in den Zellkern und begu¨nstigt dort die Transkription von Zielgenen, welche
wiederum Einfluss auf die Cadherin-Adha¨sion haben ko¨nnen. So inhibieren bei-
spielsweise die durch β-Catenin aktivierten Transkriptionsfaktoren Twist und
Slug den E-Cadherin-Genpromotor und Metalloproteasen fo¨rdern die Degradie-
rung von E-Cadherin. Dies resultiert in einer verminderten Zell-Zell-Adha¨sion
[177, 178]. Die genannten Faktoren stellen somit einen Mechanismus dar, bei
dem ein aktiver kanonischer WNT-Signalweg zu einem Verlust von Cadheri-
nen und somit zur Entwicklung von malignen Zellen fu¨hren kann, die aufgrund
fehlender Adha¨sionsfa¨higkeit oft invasiv werden ko¨nnen [177]. Dies ko¨nnte eben-
falls erkla¨ren, warum in den luminalen Zelllinien MCF7 und SK-BR-3 erst nach
Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges durch eine zusa¨tzliche WNT1-
Transfektion eine Vera¨nderung in der Adha¨sionsfa¨higkeit beobachtet werden
konnte.
Tumorzellen besitzen weiterhin die Fa¨higkeit, dem programmierten Zelltod
(Apoptose) zu entgehen. Die Apoptose ist fu¨r die normale Entwicklung und
Funktion eines Organismus unerla¨sslich. So kontrolliert sie neben der Zellzahl
und der Gro¨ße von Geweben auch die Eliminierung entarteter oder potenzi-
ell scha¨dlicher Zellen [179]. Fu¨r die Tumorgenese stellt die Apoptoseresistenz
daher eine wichtige Barriere dar [180]. Ein charakteristisches Merkmal von Tu-
morzellen ist deshalb oft eine geringere Sensibilita¨t gegenu¨ber pro-apoptotischen
Prozessen [139]. Bei der Apoptose spielen aktivierte Caspasen als proteolytisch
wirkende Enzyme eine zentrale Rolle [181]. Durch eine Caspase-Kaskade kommt
es zur spezifischen Degradierung von Proteinen und zur Fragmentierung der ge-
nomischen DNA in ca. 180 bp große Bruchstu¨cke [182, 183]. In dieser Arbeit
sollte der mo¨gliche Einfluss von SFRP1 auf die Apoptoserate von Tumorzellen
analysiert werden. Zur Bestimmung der Apoptoserate wurde hierbei die Akti-
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vita¨t der Effektor-Caspasen 3 und 7 gemessen. Als Stimulus zur Apopotosein-
duktion diente das Alkaloid Staurosporin [184]. In den basalen Mammakarzi-
nomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 konnte nach SFRP1-Reexpression eine
hochsignifikant gesteigerte Apoptoserate von 93% bzw. 260% detektiert werden,
d.h. SFRP1 fu¨hrte hier zu einer stark gesteigerten Sensibilita¨t gegenu¨ber der
Staurosporin vermittelten Apoptose. Die beiden stabil mit SFRP1 transfizierten
luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 zeigten diese Sensibi-
lita¨tssteigerung erst nach Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges durch
die WNT1-Transfektion mit einer um 48% bzw. 87% erho¨hten Apoptoserate.
Ohne diese WNT1 vermittelte Aktivierung konnte kein Unterschied zwischen
SFRP1 defizienten und SFRP1 exprimierenden MCF7 sowie SK-BR-3-Zellen
festgestellt werden. Diese Ergebnisse implizieren, dass ein aktiver kanonischer
WNT/β-Catenin-Signalweg zur Inhibierung der Apoptose fu¨hrt. Unterstu¨tzt
wird dies in einer Studie von Chen et al. (2001), die zeigt, dass WNT1 exprimie-
rende Zellen resistent gegenu¨ber Krebstherapie vermittelter Apoptose sind [185].
Weiterhin stellten sie fest, dass das WNT1 vermittelte Zellu¨berleben maßgeblich
von der β-Catenin/TCF Aktivierung abha¨ngig ist. Gauger und Kollegen (2013)
konnten ku¨rzlich zeigen, dass in den Brustdru¨sen von SFRP1−/− Ma¨usen weni-
ger DNA-Fragmentierung nach Apopotoseinduktion stattfindet [186]. Im Brust-
gewebe von transgenen SFRP4-Ma¨usen konnte ebenfalls eine erho¨hte Anzahl
an apoptotischen Zellen gefunden werden [187]. Weiterhin spielen die SFRPs
auch eine pro-apoptotische Rolle in anderen Krankheiten. So ist SFRP2 bei-
spielsweise in der Retina von Patienten mit Retinis pigmentosa, einer Krankheit
der Netzhaut, bei der die Photorezeptoren durch Apoptose abgebaut werden,
herauf-reguliert [188].
Eine weitere zentrale Eigenschaft maligner Karzinomzellen ist eine gestei-
gerte Motilita¨t [189]. Die Tumorzellen nutzen dabei die gleichen Mechanismen
der Zellmigration, die normalerweise fu¨r die Embryonalentwicklung, die Im-
munantwort sowie die Wundheilung von entscheidender Bedeutung sind [190].
Durch diese Migrationsprozesse kommt es zur Tumorzellinvasion und letztend-
lich zur Ausbildung von Fernmetastasen [191]. In dieser Arbeit konnte weder
fu¨r die basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 noch fu¨r
die luminalen Brustkrebszellen der Linien MCF7 und SK-BR-3 ein Einfluss der
SFRP1-Reexpression auf die Migration beobachtet werden. SFRP1 scheint ent-
sprechend keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten dieser Zellen zu nehmen.
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In Magenkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass WNT5A die Zellmigra-
tion stimuliert. WNT5A ist ein charakteristischer Ligand fu¨r die Aktivierung
β-Catenin unabha¨ngiger WNT-Signalwege [192]. Weiterhin fanden De Calisto
und Kollegen (2005) heraus, dass der nicht-kanonische WNT-Signalweg die Mi-
gration von Neuralleistenzellen kontrolliert [193]. Folglich wird die Zellbeweg-
lichkeit hauptsa¨chlich durch den nicht-kanonischen WNT/PCP-Signalweg ver-
mittelt [194]. Tatsa¨chlich stimuliert der nicht-kanonische WNT-Signalweg auch
viele Regulatoren des Zytoskeletts wie beispielsweise Rho-GTPasen und Rho-
Kinasen [195]. So werden durch diesen WNT/PCP-Signalweg die Informationen
zur Polarisierung der Zellen wa¨hrend der Zellbewegung u¨bermittelt [89]. Diese
Daten ko¨nnten erkla¨ren, warum nach SFRP1-Reexpression kein Effekt auf die
Migration beobachtet werden konnte.
Weiterhin sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit die Zellproli-
feration von basalen und luminalen Mammakarzinomzellen auch durch die Hin-
zugabe von rekombinantem SFRP1 in das Kulturmedium beeinflusst werden
kann. Fu¨r Myelomzellen, in denen der SFRP1 -Promotor ga¨nzlich methyliert
vorliegt, konnte bereits gezeigt werden, dass eine Behandlung mit rekombinan-
tem SFRP1-Protein zur Inhibierung des WNT-Signalweges und auch der Pro-
liferation fu¨hrt [196]. Weiterhin resultiert die Behandlung mit rekombinantem
SFRP1-Protein in einer Reduzierung des β-Catenin Spiegels [197]. In dieser
Arbeit konnte eine Proliferationsreduktion durch die Behandlung mit rekombi-
nantem SFRP1 in den basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20, MDA-MB-231
sowie Hs 578T detektiert werden. Analog zu den Daten aus den stabilen in vi-
tro Zellkulturmodellen konnte in keiner der drei untersuchten luminalen Brust-
krebszelllinien MCF7, SK-BR-3 sowie T47D ein Einfluss dieser Behandlung
auf das Kolonienwachstum beobachtet werden. Ku¨rzlich konnte gezeigt werden,
dass in klarzelligen Nierenzellkarzinomzellen sowie in triple-negativen Mamma-
karzinomzelllinien das Zellwachstum durch die Hinzugabe von rekombinantem
SFRP1-Protein Dosis-abha¨ngig durch Apoptoseinduktion reduziert werden kann
[198]. Dies besta¨tigt die in dieser Arbeit beobachteten Effekte. Weiterhin konnte
unla¨ngst festgestellt werden, dass rekombinantes SFRP1-Protein die endogene
SFRP1-Expression in Brustdru¨senzellen, die aus SFRP1−/− Ma¨usen gewonnen
wurden, ersetzen kann [186]. Zudem ist jedoch festzuhalten, dass der durch die
stabile Transfektion mit SFRP1 vermittelte Proliferations-reduzierende Effekt
durch eine Behandlung mit rekombinantem SFRP1-Protein nicht versta¨rkt wer-
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den konnte.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde u¨berpru¨ft, ob die durch SFRP1-
Reexpression erzielte Proliferationsreduktion reversibel war. Durch Hinzugabe
von den SFRP1-Inhibitoren 344300 sowie WAY-316606 zu SFRP1 exprimie-
renden BT-20 Mammakarzinomzellen konnte eine Steigerung der Proliferation
dieser Zellen beobachtet werden. Diese konnte im Falle des Inhibitors WAY-
316606 sogar wieder das Level SFRP1 defizienter BT-20-Zellen erreichen. Fu¨r
den SFRP1-Inhibitor WAY-316606 konnte bereits in mehrere Publikationen ei-
ne effektive SFRP1-Inhibition mit einhergehender Aktivierung des kanonischen
WNT-Signalweges gezeigt werden [199, 200, 201]. Diese Ergebnisse verdeutli-
chen, dass es mo¨glich ist, durch kleine Moleku¨le (sogenannte small molecule
inhibitors) Einfluss auf den WNT-Signalweg und letzten Endes auch auf die
Proliferation WNT-gesteuerter Zellen zu nehmen. Wu¨nschenswert wa¨re in Zu-
kunft die Identifizierung sogenannter SFRP1-Mimetika – Modulatoren, die die
tumorsuppressive Funktion von SFRP1 nachahmen und somit die Aktivierung
des WNT-Signalweges verhindern ko¨nnen. Diese Wirkstoffe ko¨nnten geeignet
sein, das Wachstum von Tumoren zu hemmen, in denen SFRP1-vermittelte und
damit auch WNT/β-Catenin abha¨ngige Signalwege eine wichtige Rolle spielen.
Alle funktionellen in vitro Analysen ließen eindeutige Hinweise auf eine fun-
damentale Rolle von SFRP1 als Tumorsuppressor im kanonischen WNT/β-
Catenin-Signalweg erkennen. Diese Funktion sollte anschließend in einem in
vivo Modell weiterfu¨hrend untersucht werden. Dazu wurden orthotope Xeno-
transplantationen von den stabil transfizierten basalen MDA-MB-231 Mamma-
karzinomzellen in das hintere Brustgewebe von weiblichen, immunsupprimier-
ten Balb/c Nacktma¨usen unter mo¨glichst physiologischen Bedingungen durch-
gefu¨hrt. Nacktma¨use stellen einen verla¨sslichen Wirt zur Untersuchung des on-
kogenen Potentials humaner Zelllinien dar [202]. Bedingt durch eine Mutation
im FOXN1 -Gen fehlt den Nacktma¨usen der Thymus, was sich pha¨notypisch
in einer fehlenden Ko¨rperbehaarung a¨ußert. Der Verlust des Thymus bewirkt
weiterhin, dass eine Umwandlung von Pra¨-T-Lymphozyten zu T-Lymphozyten,
die normalerweise im Thymus stattfindet, nicht vollzogen werden kann und
die Ma¨use somit ein sehr stark eingeschra¨nktes Immunsystem besitzen. Folg-
lich wird nach Xenotransplantationen, d.h. der U¨bertragung von lebens- und
funktionsfa¨higen Zellen zwischen verschiedenen Spezies, keine Abstoßungsreak-
tion im Ko¨rper dieser Tiere eingeleitet [203]. Im vorliegenden Modell hatte die
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SFRP1-Reexpression in den MDA-MB-231-Zellen ein deutlich verlangsamtes in
vivo Tumorwachstum zur Folge. Alle durch die Injektion von Leerklon-Zellen
entstandenen Tumoren hatten ein gro¨ßeres Volumen und zeigten ein schnelleres
Wachstum als die aus SFRP1-Klonen gebildeten Tumoren. Diese Beobachtungen
besta¨tigen die Daten von verschiedenen Arbeitsgruppen, die in SFRP1 reexpri-
mierenden Mamma- sowie Leberzellkarzinomzelllinien ein verlangsamtes in vivo
Tumorwachstum detektieren konnten [194, 204].
Die vorliegenden Ergebnisse zur Charakterisierung von SFRP1 im huma-
nen Mammakarzinom weisen sowohl in vitro als auch in vivo auf eine bedeu-
tende tumorsuppressive Funktion dieses Gens hin. Dabei scheint vor allem die
Inhibierung des kanonischen WNT/β-Catenin-Signalweges von entscheidender
Bedeutung zu sein.
4.2 Das biologische Wirkungsspektrum der
SFRP1 vermittelten Signaltransduktion im
humanen Mammakarzinom
Es ist von großem klinischem Interesse, Signalwege in Krebszellen, die aufgrund
eines Verlustes der SFRP1-Expression aktiviert werden, zu entschlu¨sseln. Ein
genaueres Versta¨ndnis, welche Gene und welche zentralen funktionellen Netz-
werke der epithelialen Brustzelle durch einen SFRP1-Verlust maßgeblich betrof-
fen sind, ko¨nnte dabei helfen, neue Zielmoleku¨le im erweiterten WNT-Signalweg
zu identifizieren, die als Ansatzpunkte fu¨r die Entwicklung neuer zielgerichteter
Therapien dienen ko¨nnten. Der Vergleich von einer basalen und einer luminalen
Zelllinie sollte die Frage beantworten, ob die SFRP1-Wirkung in basalen und lu-
minalen Mammakarzinomzelllinien unterschiedliche Expressionsmuster und Sig-
nalkaskaden begu¨nstigt.
Anhand der Microarray-Genexpressionsanalyse konnte eine forcierte SFRP1-
Reexpression in den beiden Tumormodellen BT-20 und SK-BR-3 nochmals
besta¨tigt werden. In der dChip-Auswertung [122] wurde fu¨r die stabil transfizier-
ten Mammakarzinomzelllinien BT-20 und SK-BR-3 eine differenzielle SFRP1-
Expression mit einem Fold Change von 235 bzw. 570 detektiert. Analog dazu
zeigten die BT-20 und SK-BR-3 Modelle in der Auswertung mit dem Programm
BRB-ArrayTools [123] eine hochsignifikante (P<0,001) differenzielle SFRP1-Ex-
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pression mit einem Fold Change von 224 bzw. 344 im Vergleich zu den entspre-
chenden Leerklonen. Die mit Hilfe der BRB-ArrayTools Software identifizierten
Kandidatengene, die mindestens 2-fach signifikant (P<0,05) differenziell expri-
miert wurden, konnten anschließend mittels der Gen-Ontologie (GO) Datenbank
[205] hinsichtlich verschiedener Doma¨nen der molekularen und zellula¨ren Biolo-
gie klassifiziert werden. In der GO Analyse des BT-20 Zellkulturmodells lagen
die beiden GO Termini
”
Laminin Komplex“ und
”
Basallamina“ mehr als 40-fach
u¨ber-repra¨sentiert vor. Laminine sind Hauptbestandteile der Basallamina und
beeinflussen neben der Zelldifferenzierung auch die Migration sowie die Adha¨sion
[206]. SFRP1 und Laminine werden in Signalwegen der retinalen Axone ko-
exprimiert [207]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Laminin 5 den kanonischen
WNT-Signalweg in Ma¨usen inhibieren kann und dies mit gleichzeitiger Herauf-
Regulation von WNT-Antagonisten wie beispielsweise SFRP2 einhergeht [208].
So ko¨nnten SFRP1 und Laminine ebenfalls in der Mamma ko-exprimiert wer-
den und zusammen Einfluss auf den kanonischen WNT-Signalweg nehmen. Die-
se Kategorisierung unterstu¨tzt somit u.a. die enorme Adha¨sionssteigerung der
SFRP1 exprimierenden Zellen. Weiterhin konnte fu¨r das basale BT-20 Tumor-
modell bei der GO Analyse sowohl der signifikanten Kandidatengene als auch
des gesamten Microarrays eine Zuordnung zur negativen Regulation des kano-
nischen WNT-Signalweges festgestellt werden. Zudem deckte die Klassifizierung
eine deutliche Assoziation zu funktionellen Eigenschaften von Tumorzellen auf,
was anhand folgender GO-Termini deutlich wird:
”
negative Regulation des Zell-
wachstums“,
”
positive Regulation der Zelladha¨sion“ und
”
positive Regulation
apoptotischer Prozesse“. Diese drei Kategorien unterstreichen nochmals die in
den funktionellen in vitro Analysen identifizierten Effekte von SFRP1 auf Tu-
morzelleigenschaften. Im Gegensatz dazu wurde bei der GO Analyse des lumi-
nalen SK-BR-3 Modells die Klasse
”
Regulation des nicht-kanonischen WNT-
Signalweges“ identifiziert. Diese Eingruppierung unterstu¨tzt die Annahme, dass
der kanonische WNT-Signalweg in den luminalen Mammakarzinomzellen nicht
aktiv vorliegt und daher nach SFRP1-Reexpression auch keine WNT vermittel-
ten Effekte auf die Zellproliferation, Adha¨sion oder Apoptose beobachtet werden
konnten. Neben diesen Unterschieden in der Kategorisierung zwischen dem ba-
salen BT-20 und dem luminalen SK-BR-3 Tumormodell konnten auch einige
Gemeinsamkeiten beobachtet werden. Bei diesen u¨bereinstimmend gefundenen
GO Klassen scheint SFRP1 eine Funktion unabha¨ngig vom WNT-Signalweg
169
4 Diskussion
auszuu¨ben. Sowohl bei dem basalen BT-20 als auch bei dem luminalen SK-BR-
3 Modell konnte bei der GO Analyse ein hochsignifikanter Einfluss von SFRP1
auf die Angiogenese detektiert werden. Die Studie von Dufourcq et al. (2002)
demonstrierte zum ersten Mal, dass SFRP1 das Wachstum von Gefa¨ßzellen regu-
lieren kann [209]. Eine SFRP1-U¨berexpression fu¨hrte in einem in vivo Mausmo-
dell zu verminderter Neovaskularisation nach induzierter Muskelischa¨mie [210].
In Leberzellkarzinomen verminderte SFRP1 neben dem Tumorwachstum auch
die Vaskularisation [204]. Weiterhin zeigten Leberkarzinomzellen nach SFRP1-
Reexpression in einem in vivo Xenograft Mausmodell verlangsamtes Tumor-
wachstum, welches mit verminderter Angiogenese einherging [211].
Die BMP- sowie die Smoothened -Signalkaskade wurden ebenfalls u¨berein-
stimmend bei der GO Analyse beider Tumormodelle gefunden. Bei den kno-
chenmorphogenetischen Proteinen (engl. bone morphogenetic proteins, BMPs)
handelt es sich um parakrine Signalmoleku¨le innerhalb des TGF-β-Signalweges
[212]. Durch die Bindung von BMPs an den Rezeptorkomplex kommt es infol-
ge einer intrazellula¨ren Signalkaskade letzten Endes zu einer Phosphorylierung
der Smad-Proteine, die schließlich im Nukleus als Transkriptionsfaktoren wir-
ken [213]. Die Interaktion von TCF mit Smad 4 scheint die Verbindung zwi-
schen dem WNT- und dem BMP-Signalweg herzustellen [214]. Weiterhin zeigt
eine Studie von Theil und Kollegen (2002), dass BMPs und WNTs durch die
Transkriptionsfaktoren Smad und TCF synergistisch auf die Emx2 -Expression
im dorsalen Telencephalon einwirken ko¨nnen [215]. Ku¨rzlich wurde der Ver-
lust von SFRP1 mit einer direkten Rolle zum TGF-β-Signalweg in Verbindung
gebracht [216]. In dieser Arbeit wurde SFRP1 in einer nicht-malignen Bruste-
pithelzelllinie durch siRNA herunter-reguliert, was in einem enormen Anstieg
von TGF-β-Zielmoleku¨len resultierte. Weitere Daten von Labbe´ und Kollegen
(2007) sprechen dafu¨r, dass die Assoziation zwischen dem WNT- und dem TGF-
β-Signalweg die Tumorentwicklung begu¨nstigt [217]. In Zellen mit einem aktiven
WNT-Signalweg wird β-Catenin in den Nukleus transloziert, interagiert dort
u.a. mit dem Transkriptionsfaktor LEF1, der wiederum mit Smad4 assoziiert
und folglich TGF-β-Zielmoleku¨le reguliert [218]. Diese mehrfach beschriebene
Verknu¨pfung zwischen dem WNT- und TGF-β-Signalweg wird durch die mit-
tels Microarray-Analyse identifizierte GO Klasse
”
BMP-Signalweg“ untersu¨tzt.
Ferner wurde u¨bereinstimmend in beiden Tumormodellen die GO Klasse
”
Smoothened -Signalweg“ identifiziert. Der Rezeptor Smoothened (SMO) spielt
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innerhalb des Hedgehog-Signalweges (HH) eine initiierende Rolle. Dieser Signal-
weg wird wie auch der WNT-Signalweg durch eine Funktion in der Kontrolle
der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung sowie des Zellwachstums gekenn-
zeichnet [219, 220]. Weiterhin ist die Aktivierung beider Signalwege mit der
Initiation von Krebs assoziiert [221]. Viele Gemeinsamkeiten konnten zwischen
diesen beiden Signalwegen identifiziert werden: sie werden beispielsweise durch
einen membransta¨ndigen Rezeptor (Frizzled bzw. Smoothened) aktiviert und die
Signalkaskaden verhindern jeweils die durch Phosphorylierung bedingte Proteo-
lyse der Haupteffektoren (β-Catenin bzw. Ci) [222]. Alvarez-Medina und Kolle-
gen widmeten sich erstmals der Fragestellung, ob es eine Interaktion zwischen
dem WNT- und dem HH-Signalweg gibt. In ihrer Studie stellten sie fest, dass
fu¨r die Regulation des Zellzyklus von neuronalen Zellen die Aktivita¨t des HH-
Signalmoleku¨ls Sonic Hedgehog (SHH) notwendig ist. SHH wird in diesen Zel-
len fu¨r die durch den WNT-Signalweg gesteuerte Expression von Cyclin D1
beno¨tigt [223]. Weitere Publikationen, die eine Interaktion dieser beiden Signal-
wege besta¨tigen, fehlen bislang.
Ausgehend von einer weiteren in der Microarray-Analyse beider Tumormo-
delle u¨bereinstimmend gefundenen GO Klasse, scheint SFRP1 einen Einfluss auf
die Entwicklung des Neuralrohrs zu nehmen. Schon lange Zeit wird dem WNT-
Signalweg eine Funktion in der Embryonalentwicklung zugesprochen. Dabei wer-
den durch den WNT-Signalweg u.a. neben der initialen Bildung der Neuralplatte
auch spa¨tere Stadien in der neuronalen Entwicklung kontrolliert [224]. Hamblet
und Kollegen konnten einen eindeutigen Einfluss des WNT-Signalweges auf die
Somitenbildung und insbesondere auf die Schließung des Neuralrohrs feststellen
[225]. In folgenden Studien konnte gezeigt werden, dass SFRP1 als Antago-
nist des WNT-Signalweges auch den BMP-Signalweg inhibiert und daher in
der Schließung des Neuralrohrs eine wichtige Rolle spielt [226]. Diese Studie
belegt neben dem Einfluss von SFRP1 auf die Entwicklung des Neuralrohrs
auch zusa¨tzlich nochmals die Verbindung zwischen dem WNT- und dem BMP-
Signalweg.
Anhand der Microarray-Analysen konnte neben der Einteilung in verschie-
dene GO Klassen auch eine Vielzahl an Genen identifiziert werden, die nach
der SFRP1-Reexpression ebenfalls differenzielle Expressionsmuster aufwiesen.
Mit Hilfe der Real-Time PCR konnte die differenzielle Expression einiger mit
SFRP1 ko- sowie anti-regulierter Gene besta¨tigt werden. Da fu¨r SFRP1 tumor-
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suppressive Eigenschaften gezeigt werden konnten, wa¨re zu erwarten, dass die
ko-regulierten Gene auch eher tumorsuppressive und die anti-regulierten Gene
eher onkogene Eigenschaften aufweisen.
Das ko-regulierte Gen Bridging integrator 1 (BIN1) wurde im Jahr 1996 als
ein 70 kDa großes Polypeptid identifiziert, das mit dem N-Terminus von MYC
interagieren kann und Funktionen eines typischen Tumorsuppressors aufweist
[227]. In dieser Studie konnte demonstriert werden, dass die BIN1-Expression
in vielen normalen Zellen vorhanden ist, in den meisten Karzinomzelllinien je-
doch verloren geht. Die Untersuchung der BIN1 -Expression in prima¨ren Brust-
krebsgeweben zeigte in 60% der Fa¨lle einen Verlust dieser Expression [228]. Die
Hypermethylierung des BIN1 -Promotors konnte als ein Mechanismus fu¨r den
Expressionsverlust im Mammakarzinom beschrieben werden [229]. Weiterhin ist
ein Verlust der BIN1-Expression im humanen Brustkrebs mit einer verringerten
5-Jahres-U¨berlebensrate assoziiert [230]. Pyndiah und Kollegen (2011) stellten
zudem fest, dass MYC selbst die BIN1-Expression reprimiert [231]. Diese Beob-
achtung erkla¨rt mo¨glicherweise die Tatsache, dass BIN1 als SFRP1 ko-reguliertes
Gen identifiziert wurde. Nach SFRP1-Reexpression wird der kanonische WNT-
Signalweg und damit auch die Transkription von Zielgenen, zu denen u.a. MYC
za¨hlt, in den basalen BT-20-Zellen inhibiert. Als Folge dessen steigt die BIN1-
Expression an.
Als weiteres SFRP1 ko-reguliertes Gen wurde Ras-related and Estrogen-
regulated growth inhibitor-like (RERGL) ebenfalls in dem BT-20 Tumormo-
dell identifiziert. Bei RERGL handelt es sich um ein GTP-bindendes Protein
mit intrinsischer GTPase Aktivita¨t. Die RERGL-Expression geht in einer Viel-
zahl humaner Brusttumoren von Patientinnen mit schlechter Prognose verloren
[232]. Zudem konnte in derselben Studie gezeigt werden, dass eine RERGL-
U¨berexpression das Wachstum von Mammakarzinomzellen sowohl in vitro als
auch in vivo inhibiert. Daher wurde eine Funktion von RERGL als Tumor-
suppressorgen postuliert [233]. Die genaue Rolle, die der Expressionsverlust von
RERGL innerhalb des Tumorwachstums spielt, sowie der zugrunde liegende Me-
chanismus konnten bis jetzt noch nicht aufgekla¨rt werden [234]. Daher mu¨ssen in
Zukunft noch weiterfu¨hrende Untersuchungen durchgefu¨hrt werden, inwieweit
SFRP1 sowie der WNT-Signalweg einen Einfluss auf die RERGL-Expression
nehmen ko¨nnen.
Suppression of tumorigenicity 18 (ST18) wurde als ko-reguliertes Gen nach
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SFRP1-Reexpression in dem luminalen SK-BR-3 Tumormodell detektiert. Die
mRNA-Expression von ST18, welches auf Chromosom 8q11 lokalisiert ist, wur-
de in einer Mehrzahl von Brustkrebsgeweben sowie Mammakarzinomzelllinien
herunter-reguliert. Eine 160 bp große Region innerhalb des ST18 -Genpromotors
lag dabei in ungefa¨hr 80% der untersuchten Brusttumoren hypermethyliert
vor [235]. Zudem konnte in der selben Studie gezeigt werden, dass eine ST18-
Reexpression in Mammakarzinomzellen die Koloniebildung in vitro sowie das
Tumorwachstum in vivo inhibieren kann. Folglich verha¨lt sich ST18 wie ein Tu-
morsuppressor, dessen Funktionsweise jedoch noch vollkommen unbekannt ist
[235]. Eine Verbindung zu SFRP1 und dem WNT-Signalweg konnte bis jetzt
noch nicht nachgewiesen werden. Fu¨r diese drei vorgestellten mit SFRP1 ko-
regulierten Gene bleibt jedoch festzuhalten, dass alle drei Gene im Mamma-
karzinom analog zu SFRP1 eine tumorsuppressive Funktion ausu¨ben ko¨nnen.
Ein nach SFRP1-Reexpression anti-reguliertes Gen in dem SK-BR-3 Zellkul-
turmodell stellte MMP1 (engl. matrix metalloproteinase 1 ) dar. MMPs ko¨nnen
verschiedenartige Strukturkomponenten der ECM aufgrund ihrer enzymatischen
Aktivita¨t abbauen. Daher spielen MMPs sowohl in Entzu¨ndungen, in der Wund-
heilung und in der Angiogenese als auch hauptsa¨chlich in der Tumorgenese, Inva-
sion sowie Metastasierung eine entscheidende Rolle [236]. Eine MMP1 Herauf-
Regulation wurde im Stroma von invasiv duktalen sowie lobula¨ren Mamma-
karzinomen beobachtet [237]. In einer weiteren Studie wurde MMP1 als mo¨g-
licher pra¨diktiver Marker fu¨r die fru¨hzeitige Identifikation von atypischen duk-
talen Hyperplasien, die eine Entwicklung zum invasiven Karzinom durchlau-
fen ko¨nnen, vorgeschlagen [238]. Weiterhin konnte eine Assoziation der MMP1-
Expression sowohl mit der Tumorprogression als auch mit einer schlechten Prog-
nose fu¨r die Patientin festgestellt werden [239]. Masckaucha´n et al. (2006) be-
schrieben eine Induktion der MMP1-Expression in Endothelzellen durch den
nicht-kanonischen WNT-Signalweg [240]. Diese Beobachtung ko¨nnte erkla¨ren,
warum MMP1 als anti-reguliertes Gen in den luminalen SK-BR-3-Zellen gefun-
den wurde. Diese Zellen scheinen, wie bereits erla¨utert, keinen aktiven kanoni-
schen WNT-Signalweg zu haben und daher wa¨re eine Regulation der MMP1-
Expression u¨ber den nicht-kanonischen WNT-Signalweg denkbar. In einer wei-
teren Studie wird die MMP1-Expression im Kolorektalkarzinom jedoch durch
β-Catenin reguliert [241]. So wird MMP1 vermutlich je nach Situation und Um-
gebung exprimiert, jedoch ist dabei der WNT-Signalweg immer von Bedeutung.
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Die beiden Gene Lymphocyte antigen 96 (LY96) und brain-derived neurotro-
phic factor (BDNF) wurden im Rahmen dieser Arbeit ausfu¨hrlicher untersucht,
da sie bei der Auswertung mit dChip sowie BRB-ArrayTools als differenziell
exprimierte Gene nach SFRP1-Reexpression identifiziert wurden und zusa¨tzlich
auch noch mittels Real-Time PCR besta¨tigt werden konnten.
Das in dem SK-BR-3 Tumormodell detektierte und zu SFRP1 anti-regulierte
LY96 ist ein 25 kDa großer Ko-Rezeptor, der mit dem toll-like receptor 4 (TLR
4) interagiert [242] und essentiell fu¨r die angeborene Immunantwort ist [243].
Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei LY96 um den ausschlaggebenden
Ko-Faktor fu¨r die TLR4 vermittelte LPS-Signaltransduktion handelt [244]. Ne-
ben der differenziellen Expression auf mRNA-Ebene konnte fu¨r LY96 in den
SK-BR-3 Leerklonen ebenfalls eine signifikant erho¨hte Proteinexpression vergli-
chen zu den SFRP1 exprimierenden Zellen beobachtet werden. Zudem konnte in-
nerhalb dieser Arbeit erstmalig fu¨r das Mammakarzinom eine Herauf-Regulation
der LY96 mRNA-Expression im Tumorgewebe im Vergleich zu korrespondieren-
dem Normalgewebe gezeigt werden. Analog dazu fanden Grondin und Kollegen
(2011) erho¨hte LY96-Expressionslevel in Patienten mit kolorektalen Karzino-
men verglichen zu Proben von normaler kolorektaler Schleimhaut [245]. Weiter-
hin wurde durch die Stimulierung des TLR4/LY96-Komplexes die Metastasie-
rungsfa¨higkeit von kolorektalen Karzinomzellen aktiviert [246]. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass SNPs (engl. single nucleotide polymorphism) im LY96 -
Gen mit einem erho¨hten Risiko fu¨r akute lymphatische Leuka¨mie sowie mit der
Entstehung von Glioblastomen assoziiert sind [247, 248]. Eine Inhibierung der
Proliferation von Prostatakarzinomzellen ging mit einer Herunter-Regulation
u.a. der LY96-Expression einher [249]. Alle Publikationen, die LY96 in Bezug
auf die Tumorgenese untersuchten, stellten ein eher onkogenes Potential dieses
Gens heraus, was sich mit den Beobachtungen dieser Arbeit deckt. Innerhalb der
untersuchten Brusttumorgewebe in dieser Arbeit konnte kein linearer Zusam-
menhang zwischen der SFRP1- und LY96-Expression festgestellt werden. Zudem
konnte bislang auch noch keine Verknu¨pfung zwischen LY96 und SFRP1 sowie
dem WNT-Signalweg hergestellt werden. Dafu¨r ist jedoch bekannt, dass eine Sti-
mulation der TLR-Signalkaskade zu einer Aktivierung des NF-κB-, MAPK- und
IRF-Signalweges fu¨hrt [250]. Zudem konnte eine LY96-Splicevariante entdeckt
werden, die die Bindung des Vollla¨ngenproteins an TLR4 und somit auch die
nachfolgende TLR4-Signalkaskade inhibieren kann. Dieser Mechanismus ko¨nnte
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zuku¨nftig von therapeutischem Nutzen fu¨r Krankheiten sein, die u¨ber die TLR4-
Signalkaskade reguliert werden [251].
4.3 BDNF als potenzielles Target der SFRP1
vermittelten Signaltransduktion
Sowohl bei der Microarray-Auswertung mit dChip sowie mit BRB-ArrayTools
konnte BDNF als SFRP1 ko-reguliertes Gen gefunden werden. Zusa¨tzlich wurde
BDNF mittels Real-Time PCR in beiden Tumormodellen (BT-20 und SK-BR-3)
als differenziell exprimiert besta¨tigt. In Brustgeweben der SFRP1−/− Maus zeig-
te sich, dass die BDNF -Expression herunter-reguliert vorlag. Diese Ergebnisse
sind in U¨bereinstimmung zu der in den Zellkulturmodellen gefundene Korrela-
tion zwischen der BDNF - und SFRP1 -Expression.
Der Wachstumsfaktor BDNF geho¨rt zur Familie der Neurotrophine und
spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Nervensystems von Vertebraten
[252]. Neben dem Schutz der bereits existierenden Neuronen sowie einer Funkti-
on in der adulten Neurogenese fo¨rdert BDNF auch das Wachstum und die Diffe-
renzierung neuer Neuronen und Synapsen [253]. BDNF kann zur Auslo¨sung einer
Signalkaskade mindestens an die zwei verschiedenen Rezeptoren TrkB oder p75
binden [224]. Zudem konnte eine Deregulation von BDNF mit einer Vielzahl an
Krankheiten wie beispielsweise Depression, Alzheimer, Epilepsie, Parkinson und
Huntington assoziiert werden [254, 255]. Vera¨nderungen der BDNF-Expression
konnten auch in verschiedenen Karzinomen wie z.B. im Neuroblastom, Mye-
lom, Leberzell- und Lungenkarzinom detektiert werden [256, 257, 258, 259].
Beim Offenwinkelglaukom wurde BDNF als mo¨glicher Biomarker beschrieben,
da Glaukompatienten eine signifikant geringere BDNF-Konzentration im Serum
aufweisen als entsprechende Kontrollpatienten [260]. In der vorliegenden Ar-
beit konnte erstmalig ein Verlust der BDNF -Expression in Brusttumorgeweben
im Vergleich zu korrespondierenden Normalgeweben detektiert werden. Dieses
Ergebnis konnte in einem unabha¨ngigen Kollektiv von 1032 Gewebeproben veri-
fiziert werden. Vanhecke und Kollegen (2011) untersuchten ebenfalls die BDNF-
Expression beim Mammakarzinom und konnten sowohl eine erho¨hte Expression
als auch eine Sekretion von BDNF in Brustkrebszellen zeigen. Zudem resultier-
te die Behandlung von in Nacktma¨usen implantierten MDA-MB-231-Zellen mit
einem anti-BDNF Antiko¨rper in einer Inhibition des Tumorwachstums. Daher
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postulierten sie einen direkten Einfluss von BDNF auf die Progression von Brust-
krebs [261]. Zur gleichen Zeit fanden Patani und Mitarbeiter (2011) eine gestei-
gerte BDNF-Expression im Brusttumorgewebe im Vergleich zu Normalgewebe,
welche zusa¨tzlich mit einer schlechten Prognose fu¨r die Patientinnen assoziiert
war [262]. Im Gegensatz dazu konnten Blasco-Gutie´rrez und Kollegen (2007) je-
doch keine BDNF-Expressionsunterschiede zwischen normalem Brust- und Tu-
morgewebe finden [263]. Das mit Hilfe der TCGA-Datenbank in dieser Arbeit
untersuchte Kollektiv wies mit 1032 Geweben die mit Abstand gro¨ßte Probenan-
zahl auf und liefert daher vermutlich aussagekra¨ftige Daten. In der vorliegenden
Arbeit konnte weiterhin innerhalb der Tumorgewebe sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene ein linearer Zusammenhang in den Expressionen beob-
achtet werden, d.h. es gab eine signifikante Korrelation zwischen der SFRP1-
und BDNF-Expression in prima¨ren Mammakarzinomen. Zudem wurde eine po-
sitive Korrelation zwischen dem HER2-Status und der kombinierten SFRP1-
und BDNF-Expression gezeigt. Bei den U¨berlebensanalysen konnte ein signifi-
kant verbessertes U¨berleben bei Patientinnen mit hoher SFRP1- und BDNF-
Expression detektiert werden, welches sich in der HER2-positiven Subgruppe
noch deutlicher herausstellte. Diese Beobachtungen wurden mit Hilfe der in si-
lico Analyse im Kaplan-Meier Plotter verifiziert [142]. Aus diesen Ergebnissen
ko¨nnte man schlussfolgern, dass die kombinierte SFRP1- und BDNF-Expression
ein prognostischer Faktor ist, da die Patientinnen mit hoher Expression einen
verbesserten Verlauf ihrer Krankheit innerhalb der HER2-positiven Subgruppe
zeigten. Auf der anderen Seite ko¨nnte die kombinierte SFRP1- und BDNF-
Expression aufgrund eines besseren Ansprechens auf die Herceptin-Therapie ein
pra¨diktiver Faktor sein. Der genaue Zusammenhang zwischen der SFRP1- und
BDNF-Expression ist jedoch weiterhin unklar. In Neuronen und Gliazellen konn-
te gezeigt werden, dass die BDNF-Expression durch die WNT-Signalkaskade in-
duziert wird, obwohl der genaue Mechanismus hierbei nicht verstanden ist [264].
Zudem konnten in derselben Studie bei der Analyse des BDNF -Promotors sie-
ben Bindestellen fu¨r die WNT-abha¨ngigen Transkriptionsfaktoren TCF/LEF
identifiziert werden. Ku¨rzlich wurde außerdem eine Regulation der Expression
von Zielmoleku¨len des kanonischen WNT-Signalweges durch BDNF postuliert
[265]. Diese Studien stehen hierbei im Gegensatz zu den in dieser Arbeit be-
obachteten Daten, die zeigen, dass BDNF ein mit SFRP1 ko-reguliertes Gen
ist. In dem basalen BT-20 Zellkulturmodell konnte nach BDNF-Reexpression
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ein geringer tumorsuppressiver Effekt in Bezug auf die Proliferation festgestellt
werden, wohingegen kein Einfluss auf weitere tumorassoziierte Eigenschaften
der Zellen beobachtet werden konnte. Ein Knockdown von BDNF in den Mam-
makarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MCF7 fu¨hrte im Gegensatz dazu zu
einer verringerten Zellproliferation [266]. Die in dieser Arbeit generierten Daten
sowie die Daten aus den aktuellen Publikationen zu BDNF verdeutlichen eine
große Diskrepanz bezogen auf die Funktion von BDNF im Mammakarzinom.
BDNF wurde lange Zeit nur auf seine Rolle als Wachstumsfaktor im zentra-
len und peripheren Nervensystem hin untersucht. Seine mo¨gliche Funktion in
der Tumorgenese hingegen ru¨ckte erst in den letzten Jahren in den Fokus der
Forschung und muss folglich erst noch genauer untersucht werden, um diese
grundsa¨tzlichen Widerspru¨che aktueller Forschungsdaten erkla¨rbar zu machen.
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Kapitel 5
Anhang
5.1 Histologische Graduierung des humanen
Mammakarzinoms
Die Klassifizierung humaner Brusttumoren erfolgt durch eine von Elston und
Ellis beschriebene Tumorgraduierung [14]. Dabei werden die Parameter Tubu-
lusausbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate bestimmt.
Tabelle 5.1: Histopathologische Graduierung beim Brustkrebs
Merkmal Kriterium Score-Wert
Tubulusausbildung 75% 1
10-75% 2
<10% 3
Kernpolymorphie gering 1
mittelgradig 2
stark 3
Mitoserate 0-5/10 HPF 1
6-11/10 HPF 2
≥12/10 HPF 3
Summenscore 3-9
HPF: high power field (400-fache Vergro¨ßerung im
Mikroskop).
5.2 Klassifikation humaner Brusttumoren nach
dem TNM-System
Humane Brusttumoren werden gema¨ß UICC in einer TNM-Klassifikation nach
drei Kategorien unterschieden: Tumorgro¨ße (pT), Nodal-Status (pN) und Fern-
metastasen-Status (pM) [15].
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pT - Prima¨rtumor
pTx Prima¨rtumor kann nicht beurteilt werden
pT0 kein Anhaltspunkt fu¨r einen Prima¨rtumor
Tis Carcinoma in situ
pT1 Tumor bis 2 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pT1a Tumor bis 0,5 cm
pT1b Tumor 0,5-1 cm
pT1c Tumor 1-2 cm
pT2 Tumor >2 cm, aber ≤5 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pT3 Tumor >5 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder Gro¨ße mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut
pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand
pT4b mit O¨dem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der Haut
pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam
pT4d inflammatorisches Karzinom
pN - regiona¨re Lymphknoten
pNx regiona¨re Lymphknoten ko¨nnen nicht beurteilt werden
pN0 keine regiona¨ren Lymphknotenmetastasen
pN1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axilla¨ren Lymphknoten
pN1a nur Mikrometastasen, keine >0,2 cm
pN1b Metastasen in Lymphknoten, zumindest eine >0,2 cm
pN1bI Metastasen in 1-3 Lymphknoten, eine >0,2 cm aber alle <2 cm
pN1bII Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten, eine >0,2 cm, aber alle <2 cm
pN1bIII Ausdehnung der Metastasen u¨ber die Lymphknotenkapsel hinaus (alle <2 cm)
pN1bIV Metastasen in Lymphknoten ≥2 cm in gro¨ßter Ausdehnung
pN2 Metastasen in ipsilateralen axilla¨ren Lymphknoten, untereinander fixiert
pN3 Metastasen in Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna
pM - Fernmetastasierung
pMx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
pM0 keine Fernmetastasen vorhanden
pM1 Fernmetastasen liegen vor
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5.3 Eigenschaften der verwendeten Patienten-
kollektive
Tabelle 5.2: Kliniko-pathologische Parameter fu¨r das Metastasenkollektiv
Parameter na %
Metastatische Seite
Gehirn 23 82,1
Andere 5 17,9
O¨strogenrezeptor-Status
Negativ (IRSb0-2) 17 60,7
Positiv (IRSb3-12) 6 21,4
nicht bekannt 5 17,9
Progesteronrezeptor-Status
Negativ (IRSb0-2) 14 50,0
Positiv (IRSb3-12) 8 21,4
nicht bekannt 8 28,6
HER2-Statusc
Negativ (0, 1+, 2+) 5 17,9
Positiv (3+) 18 64,2
nicht bekannt 5 17,9
a lediglich Metastasen von Frauen mit invasivem Mammakarzinom
wurden einbezogen;
b Immunoreaktiver Wert (IRS) nach Remmele und Stegner [69];
c U¨berexpression des ERBB2 Gens (HER2/neu) wurde entspre-
chend des DAKO-Score IHC Systems diagnostiziert.
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Tabelle 5.3: Kliniko-pathologische Parameter fu¨r das Kryo-Mammakarzinom-
kollektiv
Parameter na %
Alter bei Diagnose
<60 39 44,8
≥60 48 55,2
Tumorgro¨ßeb
pT1 36 41,4
pT2 41 47,1
pT3 9 10,4
pT4 1 1,1
Lymphknotenstatusb
pN0 41 47,1
pN1-3 45 51,8
nicht bekannt 1 1,1
Histologischer Gradc
G1 4 4,6
G2 45 51,8
G3 38 43,6
Histologischer Typ
IDC 69 79,3
ILC 12 13,8
Andere 6 6,9
O¨strogenrezeptor-Status
Negativ (IRSd0-2) 20 23,0
Positiv (IRSd3-12) 63 72,4
nicht bekannt 4 4,6
Progesteronrezeptor-Status
Negativ (IRSd0-2) 26 29,9
Positiv (IRSd3-12) 57 65,5
nicht bekannt 4 4,6
HER2-Statuse
Negativ (0, 1+, 2+) 71 81,6
Positiv (3+) 11 12,6
nicht bekannt 5 5,8
a Proben von Patientinnen mit einem prima¨ren, unilateralen, inva-
siven Mammakarzinom;
b entsprechend der TNM-Klassifikation nach Wittekind [15];
c nach Bloom und Richardson und modifiziert durch Elston und
Ellis [14];
d Immunoreaktiver Wert (IRS) nach Remmele und Stegner [69];
e U¨berexpression des ERBB2 Gens (HER2/neu) wurde entspre-
chend des DAKO-Score IHC Systems diagnostiziert.
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Tabelle 5.4: Kliniko-pathologische Parameter fu¨r das TMA-Mammakarzinom-
kollektiv
Parameter na %
Alter bei Diagnose
<60 79 54,9
≥60 64 44,4
nicht bekannt 1 0,7
Tumorgro¨ßeb
pT1 38 26,4
pT2 67 46,5
pT3 11 7,6
pT4 26 18,1
nicht bekannt 2 1,4
Lymphknotenstatusb
pN0 54 37,5
pN1-3 84 58,3
nicht bekannt 6 4,2
Histologischer Typ
IDC 116 80,6
ILC 11 7,6
Andere 14 9,7
nicht bekannt 3 2,1
O¨strogenrezeptor-Status
Negativ (IRSc0-2) 41 28,5
Positiv (IRSc3-12) 81 56,2
nicht bekannt 22 15,3
Progesteronrezeptor-Status
Negativ (IRSc0-2) 93 64,6
Positiv (IRSc3-12) 35 24,3
nicht bekannt 16 11,1
HER2-Statusd
Negativ (0, 1+, 2+) 97 67,4
Positiv (3+) 28 19,4
nicht bekannt 19 13,2
a Proben von Patientinnen mit einem prima¨ren, unilateralen, invasi-
ven Mammakarzinom;
b entsprechend der TNM-Klassifikation nach Wittekind [15];
c Immunoreaktiver Wert (IRS) nach Remmele und Stegner [69];
d U¨berexpression des ERBB2 Gens (HER2/neu) wurde entsprechend
des DAKO-Score IHC Systems diagnostiziert.
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5.4 Kandidatengenlisten basierend auf der Mi-
croarray-Auswertung
Die Analyse der Microarrays erfolgte sowohl mit der Software dChip als auch mit
dem Programm BRB-ArrayTools. In den folgenden Tabellen sind mindestens 2-
fach differenziell exprimierte Gene in dem luminalen SK-BR-3 und dem basalen
BT-20 Mammakarzinommodell aufgelistet.
Tabelle 5.5: dChip basierte Kandidatengenliste der luminalen SK-BR-3-Zellen
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name FC
Secreted frizzled-related protein 1 SFRP1 +570,27
Mitogen-activated protein kinase kinase 5 MAP2K5 +12,16
Syntaxin binding protein 6 (amisyn) STXBP6 +10,16
Collagen, type XX, alpha 1 COL20A1 +9,34
BMP-binding endothelial regulator precursor protein BMPER +9,28
Ketohexokinase (fructokinase) KHK +6,22
mRNA; cDNA DKFZp434I1526 (from clone
DKFZp434I1526)
- +6,06
Alkaline phosphatase, liver/bone/kidney ALPL +5,75
Claudin 6 CLDN6 +5,69
Leukocyte membrane antigen CMRF-35H +5,29
Transmembrane protein 26 TMEM26 +5,08
Dymeclin DYM +5,04
cDNA: FLJ23601 fis, clone LNG15501 - +4,90
Core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2 CBFA2T1 +4,79
Hypothetical protein FLJ36980 - +4,75
F-box protein 4 FBXO4 +4,61
HLH-PAS transcription factor NXF NXF +4,60
Brain-derived neurotrophic factor BDNF +4,51
Lumican LUM +4,48
cDNA clone IMAGE:4811567, partial cds - +4,42
G protein-coupled receptor 48 GPR48 +4,40
Phenylalanine hydroxylase PAH +4,23
Transportin 2 (importin 3, karyopherin beta 2b) TNPO2 +4,19
Suppression of tumorigenicity 18 (breast carcinoma) ST18 +4,10
Hypothetical protein FLJ25169 - +4,03
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name FC
Homo sapiens, clone IMAGE:4823434, mRNA - -5,21
Aldo-keto reductase family 1, member C2 AKR1C2 -5,29
Similar to RIKEN cDNA 4930457P18, LOC123872 - -5,35
Matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) MMP10 -5,41
DRE1 protein DRE1 -5,42
Inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) INHBA -5,58
F-box protein 32 FBXO32 -5,59
Hypothetical protein FLJ25801 - -5,60
Pre-B-cell colony enhancing factor 1/nicotinamide phos-
phoribosyltransferase
NAMPT -5,73
Cystatin-like 1 CSTL1 -5,80
Thyroid hormone receptor, alpha; v-erb-a oncogene homo-
log
THRA/NR1D1 -5,81
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) CDKN1C -5,94
C14orf109 chromosome 14 open reading frame 109 C14orf109 -6,21
Polycystic kidney disease 1 PKD1 -6,32
Mastermind-like 3 (Drosophila) MAML3 -6,52
Solute carrier family 13, member 3 SLC13A3 -6,56
Chromosome 10 open reading frame 10 C10orf10 -6,73
Killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains,
long cytoplasmic tail, 3
KIR3DL3 -6,74
GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle GEM -6,81
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 2
NFATC2 -7,04
RAS, dexamethasone-induced 1 RASD1 -7,09
SLIT and NTRK-like family, member 6 SLITRK6 -7,18
Lymphocyte antigen 96 LY96 -8,32
V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog FOS -8,40
Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) CSF2 -10,49
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 PTGS2 -13,17
Matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) MMP1 -14,74
Chromosome 11 open reading frame 96 AG2 -16,20
FC: Fold Change; +: nach SFRP1-Reexpression herauf-reguliert; -:
nach SFRP1-Reexpression herunter-reguliert.
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Tabelle 5.6: dChip basierte Kandidatengenliste der basalen BT-20-Zellen
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name FC
Secreted frizzled-related protein 1 SFRP1 +235,06
Calcitonin receptor CALCR +26,11
POU class 3 homeobox 3 POU3F3 +7,78
Mitogen-activated protein kinase kinase 5 MAP2K5 +7,68
Testis development related protein 1 TDRG1 +4,30
Bridging integrator 1 BIN1 +4,18
Inter-alpha (globulin) inhibitor H4 (plasma Kallikrein-
sensitive glycoprotein)
ITIH4 +4,12
Quiescin Q6 sulfhydryl oxidase 2 QSOX2 +4,11
Hypothetical gene supported by BC040918 LOC400548 +3,86
Cathepsin W CTSW +3,81
Lactate dehydrogenase B LDHB +3,74
Wingless-type MMTV integration site family, member 9B WNT9B +3,71
Chromosome 16 open reading frame 73 C16orf73 +3,69
Neurogenic differentiation 1 NEUROD1 +3,48
LIM and cysteine-rich domains 1 LMCD1 +3,31
Four and a half LIM domains 2 FHL2 +3,30
Crystallin, beta B1 CRYBB1 +3,16
Hydroxyacid oxidase 2 (long chain) HAO2 +3,10
Collagen, type XII, alpha 1 COL12A1 +2,97
Kelch-like 35 KLHL35 +2,94
Unc-13 homolog D UNC13D +2,91
Rh-associated glycoprotein RHAG +2,90
Transforming growth factor, beta 2 TGFB2 +2,81
RERG/RAS-like RERGL +2,80
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II beta CAMK2B +2,66
Transforming growth factor, beta 2 TGFB2 +2,59
HCG1654703 LOC646268 +2,51
Fibroblast growth factor receptor 2 FGFR2 +2,43
Inverted formin, FH2 and WH2 domain containing INF2 +2,40
Tissue factor pathway inhibitor 2 TFPI2 +2,37
Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-
helix protein
ID3 +2,34
Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1 MAPK8IP1 +2,34
Transmembrane 7 superfamily member 4 TM7SF4 +2,34
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
186
5.4 Kandidatengenlisten basierend auf der Microarray-Auswertung
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name FC
L1 cell adhesion molecule L1CAM +2,33
Zinc finger and BTB domain containing 7A ZBTB7A +2,16
Hypothetical LOC100216479 LOC100216479 -2,00
Vav 3 guanine nucleotide exchange factor VAV3 -2,10
Zinc finger protein 292 ZNF292 -2,15
Zinc finger protein 10 ZNF10 -2,20
Hypothetical protein LOC100288092 LOC100288092 -2,20
Zinc finger protein 25 ZNF25 -2,22
Cysteine sulfinic acid decarboxylase CSAD -2,23
Chitobiase, di-N-acetyl- CTBS -2,27
V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog MYB -2,28
Chromosome 6 open reading frame 170 C6orf170 -2,35
RNA (guanine-9-) methyltransferase domain containing 2 RG9MTD2 -2,37
Branched chain amino-acid transaminase 1, cytosolic BCAT1 -2,47
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 PMAIP1 -2,49
Hypothetical protein FLJ10038 FLJ10038 -2,51
Poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like PABPC1L -2,59
Non-protein coding RNA 102 NCRNA00102 -2,64
Dystonin DST -2,66
Protocadherin gamma subfamily A, 4 PCDHGA4 -2,71
Hypothetical protein FLJ10038 FLJ10038 -2,77
Chromosome 20 open reading frame 165 C20orf165 -2,80
Leucine rich repeat containing 37, member B2 LRRC37B2 -2,96
Transforming growth factor, beta-induced, 68kDa TGFBI -2,97
Branched chain amino-acid transaminase 1, cytosolic BCAT1 -3,02
Mucin 13, cell surface associated MUC13 -3,03
Tubulin, alpha-like 3 TUBAL3 -3,06
Asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) ASNS -3,10
Cell cycle progression 1 CCPG1 -3,16
ADP-ribosylation factor-like 17A/ADP-ribosylation factor-
like 17B
ARL17A/B -3,25
Branched chain amino-acid transaminase 1, cytosolic BCAT1 -3,32
Hypothetical protein FLJ10038 FLJ10038 -3,69
Thyroid stimulating hormone receptor TSHR -3,98
S100 calcium binding protein P S100P -4,04
Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B,
member 3
LILRB3 -4,11
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name FC
Pancreatic and duodenal homeobox 1 PDX1 -4,19
Calbindin 1 CALB1 -4,57
Carboxylesterase 3 CES3 -5,18
Solute carrier family 7, member 11 SLC7A11 -5,54
Tubulin, epsilon 1 TUBE1 -5,64
CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 3 CMTM3 -6,97
Aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 ALDH1L2 -8,03
Kelch domain containing 7B KLHDC7B -14,7
Cation transport regulator homolog 1 CHAC1 -26,47
FC: Fold Change; +: nach SFRP1-Reexpression herauf-reguliert; -:
nach SFRP1-Reexpression herunter-reguliert.
Tabelle 5.7: BRB-ArrayTools basierte Kandidatengenliste der luminalen SK-BR-
3-Zellen
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name P-Wert FC
Secreted frizzled-related protein 1 SFRP1 <9,1*10−4 +344,33
Brain-derived neurotrophic factor BDNF 0,0005098 +3,84
Transgelin TAGLN 0,0304507 +3,41
Regulator of G-protein signaling 7 RGS7 0,0002248 +3,14
SERTA domain containing 4 SERTAD4 0,0046638 +3,10
Ring finger protein 144B RNF144B 0,0356354 +3,02
Sphingosine-1-phosphate receptor 1 S1PR1 0,0053074 +2,92
Mesoderm specific transcript homolog MEST 0,0016085 +2,79
Fibroblast growth factor 2 (basic) FGF2 0,0070246 +2,77
Fibroblast growth factor 1 (acidic) FGF1 0,0075994 +2,65
Chloride channel, voltage-sensitive 4 CLCN4 0,0021929 +2,64
Claspin CLSPN 0,0217444 +2,57
E2F transcription factor 8 E2F8 0,0044551 +2,54
Abhydrolase domain containing 13 ABHD13 0,0087343 +2,53
Adrenoceptor beta 2, surface ADRB2 0,0220032 +2,47
Polymerase (RNA) I polypeptide E, 53kDa POLR1E 0,0379429 +2,47
MIR137 host gene (non-protein coding) MIR137HG 0,0106896 +2,43
Ephrin-B2 EFNB2 0,0054245 +2,40
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ChaC, cation transport regulator homolog 2 CHAC2 0,001638 +2,37
ZFHX4 antisense RNA 1 ZFHX4-AS1 0,0171239 +2,37
Asparagine-linked glycosylation 13 homolog ALG13 0,0012679 +2,36
Uncharacterized LOC643837 LOC643837 0,0353088 +2,36
Selenocysteine lyase SCLY 0,0419825 +2,34
Transmembrane protein 201 TMEM201 0,0332215 +2,30
Chromatin assembly factor 1, subunit A
(p150)
CHAF1A 0,0115918 +2,28
Methionyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial MARS2 0,0031617 +2,27
Interferon-related developmental regulator 1 IFRD1 0,0121736 +2,27
Minichromosome maintenance complex com-
ponent 10
MCM10 0,0249829 +2,26
Fraser syndrome 1 FRAS1 0,0458964 +2,24
G patch domain containing 4 GPATCH4 0,0050395 +2,23
Coiled-coil domain containing 138 CCDC138 0,0070442 +2,22
GLI pathogenesis-related 1 GLIPR1 0,0230836 +2,22
WD repeat domain 76 WDR76 0,0106144 +2,21
CTP synthase 1 CTPS1 0,0052907 +2,18
Spindle and kinetochore associated complex
subunit 3
SKA3 0,0062022 +2,14
E2F transcription factor 2 E2F2 0,0120009 +2,13
CDC42 effector protein (Rho GTPase bin-
ding) 3
CDC42EP3 0,0004844 +2,12
Minichromosome maintenance complex com-
ponent 6
MCM6 0,0117341 +2,12
Chromosome 8 open reading frame 48 C8orf48 0,0068043 +2,11
MKI67 (FHA domain) interacting nucleolar
phosphoprotein
MKI67IP 0,0100492 +2,11
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-
like
HNRPLL 0,0393139 +2,10
Dual specificity phosphatase 14 DUSP14 0,010405 +2,09
RRS1 ribosome biogenesis regulator homolog RRS1 0,0432494 +2,09
Solute carrier family 35, member D1 SLC35D1 0,0160444 +2,08
Ubiquitin-like with PHD and ring finger do-
mains 1
UHRF1 0,0044492 +2,07
Transcription factor 19 TCF19 0,0048152 +2,06
Missing oocyte, meiosis regulator, homolog MIOS 0,0240756 +2,06
CEBPA antisense RNA 1 (head to head) CEBPA-AS1 0,0249928 +2,06
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Anaphase promoting complex subunit 1 ANAPC1 0,0031723 +2,04
Zinc finger protein 367 ZNF367 0,0075754 +2,04
Chromosome 5 open reading frame 44 C5orf44 0,0138321 +2,04
Keratin 7 KRT7 0,0111572 +2,03
Four jointed box 1 FJX1 0,0122567 +2,03
Uncharacterized LOC401093 LOC401093 0,0131637 +2,02
Protein arginine methyltransferase 6 PRMT6 0,0134536 +2,02
Nucleoporin 214kDa NUP214 0,0148949 +2,02
Insulin receptor substrate 1 IRS1 0,0042907 +2,01
Tuftelin 1 TUFT1 0,0242481 +2,01
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 0,0295712 +2,01
Ring finger and CHY zinc finger domain con-
taining 1
RCHY1 0,0374991 +2,01
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 1
ST3GAL1 0,0183074 -2,00
Podocalyxin-like PODXL 0,0110169 -2,01
Acyl-CoA dehydrogenase family, member 10 ACAD10 0,0145074 -2,01
MAP kinase interacting serine/threonine
kinase 2
MKNK2 0,0473667 -2,01
Uncharacterized LOC100996477 LOC100996477 0,0202887 -2,02
Golgi phosphoprotein 3-like GOLPH3L 0,0293267 -2,02
Dysbindin domain containing 1 DBNDD1 0,0341138 -2,02
TATA element modulatory factor 1 TMF1 0,0467589 -2,02
Sidekick cell adhesion molecule 1 SDK1 0,0017657 -2,03
Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
domain 2
PYROXD2 0,0065432 -2,03
NLR family, pyrin domain containing 1 NLRP1 0,0136079 -2,03
EPB41L4A antisense RNA 1 EPB41L4A-AS1 0,0175126 -2,03
Cyclin-dependent kinase-like 3 CDKL3 0,0021723 -2,04
Macrophage scavenger receptor 1 MSR1 0,0082011 -2,04
Isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mit-
ochondrial
IDH2 0,0119004 -2,04
Zinc finger, MYND-type containing 8 ZMYND8 0,0129004 -2,04
Solute carrier family 17, member 5 SLC17A5 0,0188186 -2,04
StAR-related lipid transfer (START) domain
containing 10
STARD10 0,0401145 -2,04
FK506 binding protein 1B, 12,6 kDa FKBP1B 0,0437114 -2,04
Motile sperm domain containing 3 MOSPD3 0,0015937 -2,05
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Synuclein, alpha (non A4 component of amy-
loid precursor)
SNCA 0,0318517 -2,05
F-box and leucine-rich repeat protein 15 FBXL15 0,0375916 -2,05
Lysine (K)-specific demethylase 6B KDM6B 0,0066073 -2,06
Ankyrin 2, neuronal ANK2 0,0128084 -2,06
Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta ARHGDIB 0,0419334 -2,06
Armadillo repeat containing, X-linked 3 ARMCX3 0,0455153 -2,06
Tripartite motif containing 16-like TRIM16L 0,0189435 -2,07
Transmembrane protein 159 TMEM159 0,0299327 -2,07
Midkine (neurite growth-promoting factor 2) MDK 0,036486 -2,07
Sulfide quinone reductase-like SQRDL 0,049417 -2,07
NOP2/Sun domain family, member 6 NSUN6 0,00071 -2,08
Uncharacterized LOC100506451 LOC100506451 0,0129415 -2,08
Melanoma antigen family D, 2 MAGED2 0,0276342 -2,08
Collagen, type VI, alpha 2 COL6A2 0,0342594 -2,08
BTB (POZ) domain containing 11 BTBD11 0,0011028 -2,09
TSPY-like 2 TSPYL2 0,0251969 -2,09
Seizure threshold 2 homolog SZT2 0,0049189 -2,10
Gamma-aminobutyric acid (GABA) B recep-
tor, 1
GABBR1 0,0083621 -2,10
CCZ1 vacuolar protein trafficking and bioge-
nesis associated homolog B
CCZ1B 0,0190448 -2,10
Uncharacterized LOC100506342 LOC100506342 0,0267489 -2,10
Interleukin 31 receptor A IL31RA 0,0335386 -2,10
P21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 3 PAK3 0,0111509 -2,11
Complement component 1, r subcomponent C1R 0,0310148 -2,11
Caspase recruitment domain family, member
8
CARD8 0,0016738 -2,12
Mex-3 homolog A MEX3A 0,002825 -2,12
HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDa HTATIP2 0,0126857 -2,12
Polymerase (DNA directed), mu POLM 0,0340989 -2,12
Transmembrane protein 173 TMEM173 0,033368 -2,13
Mastermind-like 3 MAML3 0,047572 -2,13
Regulatory factor X, 3 (influences HLA class
II expression)
RFX3 0,0058363 -2,14
Ribosomal protein L13 pseudogene 5 RPL13P5 0,0073334 -2,14
SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1 SMURF1 0,0296211 -2,14
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 RAC2 0,0480337 -2,14
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Chromosome 17 open reading frame 49 C17orf49 0,006731 -2,15
PHD finger protein 21A PHF21A 0,0131138 -2,15
Coiled-coil domain containing 28A CCDC28A 0,0220232 -2,15
Retinoblastoma binding protein 6 RBBP6 0,0035883 -2,16
Anterior pharynx defective 1 homolog B APH1B 0,0418763 -2,16
Mannose phosphate isomerase MPI 0,0033 -2,17
FK506 binding protein 2, 13kDa FKBP2 0,0049553 -2,17
Glycerol kinase 3 pseudogene GK3P 0,0095576 -2,17
Ras homolog family member Q RHOQ 0,029398 -2,17
Solute carrier family 50 (sugar transporter),
member 1
SLC50A1 0,0299214 -2,17
Colony stimulating factor 1 (macrophage) CSF1 0,030747 -2,17
Tubulin, alpha 1a TUBA1A 0,004437 -2,18
Kruppel-like factor 3 (basic) KLF3 0,0106417 -2,18
Solute carrier family 11, member 2 SLC11A2 0,0280724 -2,18
UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N-
acetylglucosaminyltransferase 7
B3GNT7 0,0150625 -2,19
Protein tyrosine phosphatase, receptor type,
N polypeptide 2
PTPRN2 0,0254697 -2,19
PHD finger protein 20-like 1 PHF20L1 0,0019936 -2,20
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase
4
AGPAT4 0,0095554 -2,20
Yippee-like 5 YPEL5 0,0296313 -2,20
GRAM domain containing 1C GRAMD1C 0,0396632 -2,20
Myotubularin related protein 11 MTMR11 0,0081785 -2,21
Dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 DDAH2 0,0220269 -2,21
Leukemia inhibitory factor LIF 0,0219673 -2,22
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 3
ST3GAL3 0,0322646 -2,22
FIG4 homolog, SAC1 lipid phosphatase do-
main containing
FIG4 0,0448162 -2,22
Septin 8 SEP8 0,0191583 -2,23
Polycomb group ring finger 3 PCGF3 0,0033281 -2,24
HOXA transcript antisense RNA, myeloid-
specific 1
HOTAIRM1 0,0352429 -2,25
Solute carrier family 9, subfamily A, member
7
SLC9A7 0,0019286 -2,26
Transducin (beta)-like 1X-linked TBL1X 0,0311177 -2,26
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Ankyrin repeat domain 6 ANKRD6 0,006806 -2,27
Purinergic receptor P2X, ligand-gated ion
channel, 4
P2RX4 0,0273367 -2,27
Argininosuccinate synthase 1 ASS1 0,0331473 -2,27
Rhomboid 5 homolog 2 RHBDF2 0,0408144 -2,27
Uncharacterized LOC285084 LOC285084 0,0029483 -2,28
Zinc finger, CCHC domain containing 24 ZCCHC24 0,0296011 -2,28
Formin binding protein 4 FNBP4 0,005066 -2,29
Leucine zipper transcription factor-like 1 LZTFL1 0,0077288 -2,29
Meteorin, glial cell differentiation regulator-
like
METRNL 0,0399336 -2,29
Protein tyrosine phosphatase-like A domain
containing 2
PTPLAD2 0,0025704 -2,30
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting pro-
tein 3-like
BNIP3L 0,0432905 -2,30
ATP-binding cassette, sub-family C (CF-
TR/MRP), member 9
ABCC9 0,0074174 -2,31
OAF homolog OAF 0,0142234 -2,32
Myosin regulatory light chain interacting pro-
tein
MYLIP 0,0328897 -2,32
Leucine rich adaptor protein 1-like LURAP1L 0,0381937 -2,32
Androgen-dependent TFPI-regulating protein ADTRP 0,0255803 -2,33
Peroxisome proliferator-activated receptor al-
pha
PPARA 0,0398203 -2,33
GABA(A) receptor-associated protein like 1 GABARAPL1 0,0409344 -2,33
Uncharacterized LOC100507376 LOC100507376 0,0101351 -2,34
CD163 molecule-like 1 CD163L1 0,0196722 -2,34
Sorbin and SH3 domain containing 1 SORBS1 0,0137561 -2,35
Acyl-CoA synthetase family member 2 ACSF2 0,0344065 -2,35
YME1-like 1 YME1L1 0,0032766 -2,36
Growth factor receptor-bound protein 10 GRB10 0,0016844 -2,37
KDM5B antisense RNA 1 KDM5B-AS1 0,0019216 -2,38
Basic helix-loop-helix family, member e41 BHLHE41 0,014011 -2,38
Thrombospondin, type I, domain containing 4 THSD4 0,0407779 -2,38
T-box 3 TBX3 0,0007153 -2,39
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member
12
DNAJC12 0,0157429 -2,39
Sphingosine-1-phosphate receptor 3 S1PR3 0,0425467 -2,40
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Metastasis suppressor 1 MTSS1 0,0238442 -2,43
Heat shock 70kDa protein 5 HSPA5 0,037561 -2,43
Troponin T type 1 (skeletal, slow) TNNT1 0,0044265 -2,44
Related RAS viral (r-ras) oncogene homolog RRAS 0,0098394 -2,45
Protein tyrosine phosphatase, receptor type,
H
PTPRH 0,0187956 -2,45
Adenosine monophosphate deaminase 3 AMPD3 0,0274821 -2,45
Solute carrier family 6, member 8 SLC6A8 0,0223084 -2,46
Zinc finger protein 697 ZNF697 0,0262842 -2,46
Regulator of G-protein signaling 2, 24kDa RGS2 0,0158701 -2,47
TGFB-induced factor homeobox 1 TGIF1 0,0232823 -2,47
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 2
NFKB2 0,0058683 -2,48
Protein phosphatase 4, regulatory subunit 1-
like
PPP4R1L 0,0071926 -2,48
Solute carrier family 24, member 1 SLC24A1 0,0155159 -2,49
Hepatocyte nuclear factor 4, gamma HNF4G 0,0029124 -2,50
Cytochrome b5 reductase 2 CYB5R2 0,0044495 -2,50
RAB26, member RAS oncogene family RAB26 0,0203156 -2,50
Four and a half LIM domains 1 FHL1 0,037323 -2,50
Uncharacterized LOC100507009 LOC100507009 0,0017977 -2,51
Von Willebrand factor A domain containing
5A
VWA5A 0,0226658 -2,51
Period homolog 1 PER1 0,0350053 -2,51
Interleukin-1 receptor-associated kinase 2 IRAK2 0,0401607 -2,51
Zinc finger protein 36, C3H type, homolog ZFP36 0,0487237 -2,52
Meiosis inhibitor 1 MEI1 0,0039519 -2,53
MAX interactor 1 MXI1 0,0072122 -2,53
Trichorhinophalangeal syndrome I TRPS1 0,049777 -2,53
Insulin-like growth factor binding protein 1 IGFBP1 0,041559 -2,54
Ankyrin repeat domain 10 ANKRD10 0,0003793 -2,55
Arrestin domain containing 3 ARRDC3 0,0044333 -2,55
Ellis van Creveld syndrome 2 EVC2 0,0060125 -2,55
SH3 and PX domains 2B SH3PXD2B 0,0220098 -2,55
Nuclear receptor subfamily 4, group A, mem-
ber 1
NR4A1 0,0036466 -2,56
Ferritin, heavy polypeptide 1 FTH1 0,0159511 -2,57
Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety
X)-type motif 7
NUDT7 0,0007562 -2,58
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Yippee-like 3 YPEL3 0,0195769 -2,58
Glutamine-fructose-6-phosphate transamina-
se 2
GFPT2 0,009563 -2,59
F-box and leucine-rich repeat protein 13 FBXL13 0,0114116 -2,61
Cornichon homolog 3 CNIH3 0,0299088 -2,61
Polymerase (DNA-directed), delta 4, accesso-
ry subunit
POLD4 0,0368076 -2,61
B9 protein domain 1 B9D1 0,0016082 -2,62
cAMP responsive element modulator CREM 0,0002978 -2,64
Frizzled family receptor 8 FZD8 0,0022068 -2,66
Claudin 14 CLDN14 0,0137082 -2,66
Uncharacterized LOC692247 LOC692247 0,0269472 -2,66
FUT8 antisense RNA 1 FUT8-AS1 0,0069628 -2,67
Nephroblastoma overexpressed NOV 0,0282338 -2,67
Sema domain, immunoglobulin domain, trans-
membrane domain and short cytoplasmic do-
main 4B
SEMA4B 0,0106628 -2,68
Chromosome 6 open reading frame 108 C6orf108 0,0241357 -2,68
Regulator of G-protein signaling 17 RGS17 0,0035768 -2,69
Intercellular adhesion molecule 1 ICAM1 0,0193639 -2,70
Histone deacetylase 9 HDAC9 0,0088992 -2,71
Tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 TP53INP1 0,0113829 -2,71
Tissue factor pathway inhibitor TFPI 0,0208486 -2,74
Keratin 15 KRT15 0,0014102 -2,75
WD repeat domain 45 WDR45 0,019352 -2,76
Hairy/enhancer-of-split related with YRPW
motif 1
HEY1 0,0001804 -2,78
Msh homeobox 1 MSX1 0,0082241 -2,78
Neuron navigator 2 NAV2 0,0262149 -2,79
Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 14 HSD17B14 0,0080065 -2,80
Kruppel-like factor 9 KLF9 0,0099051 -2,80
Dual specificity phosphatase 10 DUSP10 0,0120684 -2,80
Ral guanine nucleotide dissociation stimulator RALGDS 0,0065274 -2,81
Sperm associated antigen 4 SPAG4 0,0130271 -2,81
HECT, C2 and WW domain containing E3
ubiquitin protein ligase 2
HECW2 0,0039374 -2,82
HMG-box transcription factor 1 HBP1 0,0062663 -2,82
NEDD4 binding protein 2-like 1 N4BP2L1 0,0087295 -2,84
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B-cell translocation gene 1, anti-proliferative BTG1 0,0144253 -2,86
Coiled-coil domain containing 69 CCDC69 0,044048 -2,89
Serpin peptidase inhibitor, clade D (heparin
cofactor), member 1
SERPIND1 0,0023385 -2,91
Cathepsin H CTSH 0,0161452 -2,92
Solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 10
SLC2A10 0,0449126 -2,92
Solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 3
SLC2A3 0,0010958 -2,94
MATN1 antisense RNA 1 MATN1-AS1 0,0024109 -2,95
Programmed cell death 4 PDCD4 0,0195098 -2,96
MOB kinase activator 3B MOB3B 0,0009019 -2,98
RAR-related orphan receptor A RORA 0,0497177 -2,99
Jun B proto-oncogene JUNB 0,0004269 -3,02
Hairy and enhancer of split 1 HES1 0,0075505 -3,02
WD repeat domain, phosphoinositide interac-
ting 1
WIPI1 0,0158101 -3,04
Sel-1 suppressor of lin-12-like SEL1L3 0,0108174 -3,05
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57,
Kip2)
CDKN1C 0,0006175 -3,06
Lysosomal protein transmembrane 5 LAPTM5 0,0447009 -3,08
Uncharacterized LOC283352 LOC283352 0,0126612 -3,11
Neuronal PAS domain protein 2 NPAS2 0,013959 -3,11
ATPase, class II, type 9A ATP9A 0,0163971 -3,13
Synaptogyrin 3 SYNGR3 0,0187232 -3,13
Activating transcription factor 3 ATF3 0,0313893 -3,17
ABI family, member 3 (NESH) binding prote-
in
ABI3BP 0,0087609 -3,21
Sequestosome 1 SQSTM1 0,007387 -3,23
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 6
ST3GAL6 0,001106 -3,24
Kruppel-like factor 4 KLF4 0,0260008 -3,24
Tribbles homolog 1 TRIB1 0,0042455 -3,25
Regulator of cell cycle RGCC 0,0323352 -3,28
S100 calcium binding protein A6 S100A6 0,0003838 -3,31
TNFAIP3 interacting protein 1 TNIP1 0,0365196 -3,32
Williams Beuren syndrome chromosome regi-
on 27
WBSCR27 0,0145824 -3,33
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Angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 ANG 0,0013688 -3,35
CREB3 regulatory factor CREBRF 0,0142149 -3,37
Signal-regulatory protein beta 1 SIRPB1 0,0255644 -3,37
Exonuclease 3’-5’ domain containing 3 EXD3 0,0077245 -3,38
Phosphoprotein associated with glycosphingo-
lipid microdomains 1
PAG1 0,004555 -3,42
Nuclear receptor subfamily 4, group A, mem-
ber 2
NR4A2 0,0007196 -3,43
Calbindin 1, 28kDa CALB1 0,0060957 -3,43
Lysyl oxidase LOX 0,0007513 -3,46
Cathepsin S CTSS 0,0270588 -3,48
G0/G1switch 2 G0S2 0,0232412 -3,52
Plasminogen activator, urokinase PLAU 0,0156781 -3,54
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1),
member 1
ABCA1 0,0189519 -3,54
Family with sequence similarity 84, member B FAM84B 0,0178712 -3,55
DLGAP1 antisense RNA 2 DLGAP1-AS2 0,0180224 -3,55
Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, pro-
gelatinase)
MMP3 0,0313988 -3,59
G protein-coupled receptor 56 GPR56 0,0368961 -3,64
Jumonji C domain containing histone deme-
thylase 1 homolog D
JHDM1D 0,0041659 -3,65
Sialic acid binding Ig-like lectin 15 SIGLEC15 0,039867 -3,70
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha
NFKBIA 0,0035876 -3,73
Immediate early response 3 IER3 0,0045022 -3,76
Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and
EGF-like domains 1
TIE1 0,0224358 -3,78
SRY (sex determining region Y)-box 4 SOX4 0,0020045 -3,79
Dual specificity phosphatase 16 DUSP16 0,0042309 -3,86
Aldo-keto reductase family 1, member C2 AKR1C2 0,0228045 -3,92
C-type lectin domain family 11, member A CLEC11A 0,0041447 -3,95
N-myc downstream regulated 1 NDRG1 0,0286218 -3,98
Aldo-keto reductase family 1, member C3 AKR1C3 0,044986 -4,01
Zinc finger CCCH-type containing 12A ZC3H12A 0,0123171 -4,06
Tumor necrosis factor TNF 0,0133023 -4,10
Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein liga-
se B
CBLB 0,0004068 -4,13
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Interleukin 13 receptor, alpha 2 IL13RA2 0,006513 -4,19
Quinolinate phosphoribosyltransferase QPRT 0,0229909 -4,41
Interleukin 6 (interferon, beta 2) IL6 0,031407 -4,47
BCL2-related protein A1 BCL2A1 0,0399894 -4,56
Interleukin 8 IL8 0,0124382 -4,58
Cyclin G2 CCNG2 0,0056679 -4,63
Proline-rich nuclear receptor coactivator 1 PNRC1 0,0103155 -4,63
Collagen triple helix repeat containing 1 CTHRC1 0,0090321 -4,67
Kelch-like 24 KLHL24 0,0198255 -4,67
Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of
VLA-2 receptor)
ITGA2 0,0001626 -4,75
Aldo-keto reductase family 1, member C1 AKR1C1 0,094052 -4,81
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, zeta
NFKBIZ 0,0035933 -4,85
Spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1 SAT1 0,0489848 -4,94
Nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT 0,0004325 -4,99
Chromosome 4 open reading frame 34 C4orf34 0,001463 -5,19
Colony stimulating factor 3 (granulocyte) CSF3 0,0447719 -5,23
Basic helix-loop-helix family, member e40 BHLHE40 0,0027046 -5,34
Inhibin, beta A INHBA 0,014872 -5,42
GTP binding protein overexpressed in skeletal
muscle
GEM 0,0014778 -5,56
RAS, dexamethasone-induced 1 RASD1 0,0018138 -5,65
Growth differentiation factor 15 GDF15 0,0154839 -5,82
Lymphocyte antigen 96 LY96 0,0001795 -6,48
Anterior gradient 2 homolog AGR2 0,0432324 -6,48
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 CXCL2 0,0082372 -6,59
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene ho-
molog
FOS 0,0009642 -6,79
Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 CXCL3 0,0239127 -6,91
Colony stimulating factor 2 (granulocyte-
macrophage)
CSF2 0,0021136 -7,15
Tripartite motif family-like 2 TRIML2 0,0003148 -7,20
Chemokine (C-C motif) ligand 20 CCL20 0,0352893 -7,27
Interferon stimulated exonuclease gene 20kDa ISG20 0,0047745 -7,49
DNA-damage-inducible transcript 4 DDIT4 0,0196911 -7,87
Fatty acid binding protein 4, adipocyte FABP4 0,0055112 -8,12
Interleukin 1, beta IL1B 0,0191734 -8,23
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Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name P-Wert FC
Chromosome 11 open reading frame 96 C11orf96 0,0309945 -8,87
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 PTGS2 0,0002108 -11,97
Stanniocalcin 1 STC1 0,0007654 -13,69
Matrix metallopeptidase 1 (interstitial colla-
genase)
MMP1 0,0435271 -17,79
FC: Fold Change; +: nach SFRP1-Reexpression herauf-reguliert; -:
nach SFRP1-Reexpression herunter-reguliert.
Tabelle 5.8: BRB-ArrayTools basierte Kandidatengenliste der basalen BT-20-
Zellen
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name P-Wert FC
Secreted frizzled-related protein 1 SFRP1 <9,1*10−4 +224,33
SR-related CTD-associated factor 11 SCAF11 0,036097 +3,42
Calcitonin receptor CALCR 0,0494232 +2,79
LIM and cysteine-rich domains 1 LMCD1 0,0020053 +2,71
Laminin, beta 1 LAMB1 0,0380295 +2,65
Tissue factor pathway inhibitor 2 TFPI2 0,0027976 +2,60
EGF containing fibulin-like extracellular ma-
trix protein 1
EFEMP1 0,0308642 +2,60
Four and a half LIM domains 2 FHL2 0,0038468 +2,52
Inverted formin, FH2 and WH2 domain con-
taining
INF2 0,014083 +2,50
Uncharacterized LOC399717 FLJ45983 0,0196574 +2,38
Sterile alpha motif domain containing 4A SAMD4A 0,0080893 +2,24
Histocompatibility (minor) HA-1 HMHA1 0,0051576 +2,21
Matrix-remodelling associated 7 MXRA7 0,028706 +2,19
Polymerase (DNA directed), alpha 2, accesso-
ry subunit
POLA2 0,0346284 +2,19
Chromosome 17 open reading frame 109 C17orf109 0,0127724 +2,18
Amyloid beta (A4) precursor-like protein 1 APLP1 0,0077206 +2,16
Family with sequence similarity 149, member
A
FAM149A 0,0148017 +2,07
Eukaryotic translation elongation factor 1 al-
pha 2
EEF1A2 0,0239374 +2,07
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
199
5 Anhang
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name P-Wert FC
Uncharacterized LOC100289092 LOC100289092 0,0486829 +2,07
E2F transcription factor 2 E2F2 0,0100713 +2,03
H19 H19 0,0166771 +2,03
Cortexin 1 CTXN1 0,0053264 +2,02
EPS8-like 1 EPS8L1 0,008957 +2,02
Zinc finger protein 165 ZNF165 0,0009163 -2,00
Kinesin family member 27 pseudogene LOC389765 0,0001234 -2,01
Interferon regulatory factor 2 binding protein
2
IRF2BP2 0,0136015 -2,01
ZBED3 antisense RNA 1 ZBED3-AS1 0,0007851 -2,02
V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene ho-
molog
ARAF 0,0021513 -2,02
Transmembrane protein 55A TMEM55A 0,0044466 -2,02
Cell cycle progression 1 CCPG1 0,0437862 -2,02
SUN domain containing ossification factor SUCO 0,0137316 -2,03
EF-hand calcium binding domain 7 EFCAB7 0,0002011 -2,06
Chromosome 17 open reading frame 100 C17orf100 0,0054899 -2,07
Ras homolog family member Q RHOQ 0,0405056 -2,07
Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase
domain containing 1
PCMTD1 0,000304 -2,08
Vav 3 guanine nucleotide exchange factor VAV3 0,0003562 -2,08
Zinc finger protein 25 ZNF25 0,0009645 -2,09
SEC24 family, member D SEC24D 0,0287636 -2,09
Ribosomal protein L31 RPL31 0,0153843 -2,10
Forkhead box P2 FOXP2 0,0252233 -2,10
Blocked early in transport 1 homolog BET1 0,0033584 -2,11
Membrane associated guanylate kinase MAGI2 0,0273175 -2,11
Coiled-coil domain containing 91 CCDC91 0,0056954 -2,13
Junction mediating and regulatory protein,
p53 cofactor
JMY 0,0065612 -2,13
Family with sequence similarity 214, member
A
FAM214A 0,0320071 -2,14
RB1-inducible coiled-coil 1 RB1CC1 0,0080352 -2,15
Uncharacterized LOC440905 LOC440905 0,0075147 -2,17
Zinc finger protein 711 ZNF711 0,0003656 -2,18
Oxysterol binding protein-like 6 OSBPL6 0,0033407 -2,18
Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
domain 1
PYROXD1 0,0178515 -2,19
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Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name P-Wert FC
Zinc finger and SCAN domain containing 2 ZSCAN2 0,0140703 -2,20
Yippee-like 2 YPEL2 0,0120317 -2,22
Transforming growth factor, beta-induced,
68kDa
TGFBI 0,0347521 -2,22
ERO1-like beta ERO1LB 0,0240959 -2,24
Gliomedin GLDN 0,0255275 -2,25
Transmembrane and coiled-coil domains 3 TMCO3 0,0272334 -2,25
ERGIC and golgi 2 ERGIC2 0,0292216 -2,28
Rap guanine nucleotide exchange factor
(GEF) 5
RAPGEF5 0,0020039 -2,33
Furry homolog (Drosophila) FRY 0,0452643 -2,34
Solute carrier family 30, member 7 SLC30A7 0,0189389 -2,35
Uncharacterized LOC100287497 LOC100287497 0,0074545 -2,38
Proline rich 15 PRR15 0,0325794 -2,39
Regulator of chromosome condensation and
BTB domain containing protein 1
RCBTB1 0,0074782 -2,45
GABPB1 antisense RNA 1 GABPB1-AS1 0,0258728 -2,48
Cytoplasmic polyadenylation element binding
protein 3
CPEB3 0,0129404 -2,54
Microtubule-associated protein 2 MAP2 0,0274736 -2,55
Pleckstrin homology domain containing, fami-
ly H member 2
PLEKHH2 0,0051705 -2,56
Proline-rich nuclear receptor coactivator 1 PNRC1 0,0228968 -2,57
Methionyl-tRNA synthetase MARS 0,0007306 -2,60
Tubulin, epsilon 1 TUBE1 0,046189 -2,64
Cysteine sulfinic acid decarboxylase CSAD 0,0017778 -2,67
Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat
(TPR)-containing
SGTB 0,0258934 -2,68
Homocysteine-inducible, endoplasmic reticu-
lum stress-inducible, ubiquitin-like domain
member 1
HERPUD1 0,0250378 -2,69
Uncharacterized LOC145788 FLJ27352 0,0263085 -2,73
Chitobiase CTBS 0,0005222 -2,84
S100 calcium binding protein P S100P 0,0100756 -2,88
Transmembrane protein 45A TMEM45A 0,0258597 -2,88
Ubiquitin specific peptidase 8 USP8 0,0220139 -2,99
Leucine zipper transcription factor-like 1 LZTFL1 0,0200931 -3,02
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member
9
DNAJB9 0,0158096 -3,27
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
201
5 Anhang
Name des Genprodukts/Beschreibung HUGO Name P-Wert FC
Angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 ANG 0,0366423 -3,42
Uncharacterized protein FLJ10038 FLJ10038 0,0007378 -3,44
Branched chain amino-acid transaminase 1,
cytosolic
BCAT1 0,0017541 -4,20
Aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 ALDH1L2 0,0407878 -4,21
Brain expressed X-linked 2 BEX2 0,0417787 -4,34
DNA-damage-inducible transcript 4 DDIT4 0,0423147 -5,02
Solute carrier family 7, member 11 SLC7A11 0,006872 -6,47
FC: Fold Change; +: nach SFRP1-Reexpression herauf-reguliert; -:
nach SFRP1-Reexpression herunter-reguliert.
202
5.5 Vero¨ffentlichungen
5.5 Vero¨ffentlichungen
Vero¨ffentlichungen
(1) L. Huth, M. Rose, V. Kloubert, W. Winkens, A. Hartmann, R. Knu¨chel
and E. Dahl, BDNF is associated with SFRP1 expression in luminal and basal-
like breast cancer cell lines and primary breast cancer tissues: a novel role in
tumor suppression? PLOS ONE, 2014.
(2) L. Huth, J. Ja¨kel and E. Dahl, Molecular diagnostic applications in colo-
rectal cancer. Microarrays, 2014.
(3) A. ten Haaf, L. Franken, C. Heymann, S. von Serenyi, C. Cornelissen, J. de
Hoon, J. Veeck, B. Lu¨scher, R. Knu¨chel and E. Dahl, Paradox of sonic hedgehog
(SHH) transcriptional regulation: Alternative transcription initiation overrides
the effect of downstream promoter DNA methylation. Epigenetics, 2011.
Tagungsbeitra¨ge
(1) L. Huth, A. ten Haaf, W. Winkens, R. Knu¨chel and E. Dahl, Tumour-
suppressive functions of SFRP1 in vitro: Decreased cell proliferation and incre-
ased adhesion in breast cancer cells of luminal and basal type. 6thMildred Scheel
Cancer Conference, 05.-07. Juni 2013, Bonn (Poster).
(2) L. Franken, A. ten Haaf, W. Winkens, R. Knu¨chel and E. Dahl, Tumour-
suppressive functions of SFRP1 in vitro: Decreased cell proliferation and incre-
ased adhesion in breast cancer cells of luminal and basal type. 96 Tagung der
Deutschen Gesellschaft fu¨r Pathologie, 31. Mai -03. Juni 2012, Berlin (Vortrag).
(3) A. ten Haaf, J. Linden, C. Heymann, L. Franken, N. Gassler, R. Knu¨chel
and E. Dahl, Loss of Sfrp1 tumor suppressor in knock-out mice causes histolo-
gical abnormalities of breast tissues during early onset of lactation. 95 Tagung
der Deutschen Gesellschaft fu¨r Pathologie, 16.-19. Juni 2011, Leipzig (Vortrag).
(4) A. ten Haaf, L. Franken, C. Heymann, S. von Serenyi, N. Bektas, A. Hart-
203
5 Anhang
mann, R. Knu¨chel and E. Dahl, The prognostic relevance of hedgehog (HH)
signalling in human breast cancer. The Biomedica Life Science Summit, 17.-18.
Ma¨rz 2010, Aachen (Poster).
(5) L. Franken, A. ten Haaf, N. Bektas, P. J. Wild, A. Hartmann, R. Knu¨chel
and E. Dahl, Overexpression of GLI1 in human breast cancer is associated with
progressive stages of the disease. The Biomedica Life Science Summit, 17.-18.
Ma¨rz 2010, Aachen (Poster).
(6) C. Heymann, A. ten Haaf, L. Franken, J. Linden, R. Knu¨chel and E. Dahl,
Analysis of potential downstream targets of SFRP1 in vivo. The Biomedica Life
Science Summit, 17.-18. Ma¨rz 2010, Aachen (Poster).
204
5.6 Abbildungsverzeichnis
5.6 Abbildungsverzeichnis
1.1 Prozentualer Anteil der ha¨ufigsten Tumorlokalisationen in Deutsch-
land im Jahr 2008 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
1.2 Absolute Zahl der ja¨hrlichen Neuerkrankungs- und Sterbefa¨lle
von Brustkrebspatientinnen in Deutschland von 1980-2008 . . . 19
1.3 Schematische Darstellung der weiblichen Brust . . . . . . . . . . 20
1.4 Modell der neoplastischen Progression humaner Brusttumoren . 22
1.5 Klassifizierung der molekularen Subtypen des humanen Mamma-
karzinoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
1.6 Schematische Darstellung der Regulation des WNT/β-Catenin-
Signalweges . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
1.7 Schematische Darstellung von Moleku¨len der SFRP-Familie und
des Frizzled -Rezeptors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.1 SFRP1-LacZ-Knockin Genkonstrukt . . . . . . . . . . . . . . . 53
2.2 Schematische Darstellung einer Bisulfit-Konversion . . . . . . . 57
2.3 Darstellung der Sequenza¨nderung durch die Bisulfit-Umwandlung
und MSP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
2.4 Typisches Messprofil einer Zellzahlbestimmung mittels CASY1 . 71
2.5 Vektorkarte des pcDNA3.1/His-Plasmids . . . . . . . . . . . . . 72
2.6 Vektorkarte des pMS-L-A-IV-Plasmids . . . . . . . . . . . . . . 72
2.7 Vektorkarten der Plasmide fu¨r die stabilen Transfektionen . . . 74
2.8 Chemische Reaktion beim XTT-Assay . . . . . . . . . . . . . . 77
2.9 Schematische Darstellung des Nachweises aktiver Caspasen 3 und
7 durch den Apo-ONEr Homogeneous Caspase-3/7 Assay . . . 80
2.10 Darstellung der Nacktmaus-Sektion . . . . . . . . . . . . . . . . 82
3.1 SFRP1 -Promotormethylierungsstatus in Fernmetastasen-Gewe-
beproben und Normalgeweben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
3.2 Die SFRP1 Promotormethylierung in Relation zur Tumorpro-
gression . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
3.3 Generierung eines stabilen in vitro U¨berexpressionsmodells der
basalen BT-20 Mammakarzinomzelllinie . . . . . . . . . . . . . 88
205
5 Anhang
3.4 Generierung eines stabilen in vitro U¨berexpressionsmodells der
basalen MDA-MB-231 Mammakarzinomzelllinie . . . . . . . . . 89
3.5 Nachweis der SFRP1-Proteinexpression in den stabil transfizier-
ten basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 90
3.6 Generierung eines stabilen in vitro U¨berexpressionsmodells der
luminalen MCF7 Mammakarzinomzelllinie . . . . . . . . . . . . 91
3.7 U¨berpru¨fung der SFRP1 -U¨berexpression in den stabilen Einzel-
klonen der luminalen Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 . . . . 92
3.8 Nachweis der SFRP1-Proteinexpression in den stabil transfizier-
ten luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 . 93
3.9 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zellproliferation der ba-
salen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 . . . 95
3.10 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zellproliferation der lu-
minalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 . . . . . 97
3.11 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf das Koloniebildungsvermo¨-
gen der basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-
231 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99
3.12 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf das Koloniebildungsver-
mo¨gen der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-
BR-3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101
3.13 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 103
3.14 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 . 104
3.15 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate der basa-
len Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 . . . . 105
3.16 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate der lumi-
nalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 . . . . . . 106
3.17 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Migrationsfa¨higkeit der
basalen Mammakarzinomzelllinien BT-20 und MDA-MB-231 . . 107
3.18 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Migrationsfa¨higkeit der
luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 . . . 108
3.19 Exemplarische Darstellung des Wundheilungstestes fu¨r zwei Ein-
zelklone der luminalen SK-BR-3-Zellen . . . . . . . . . . . . . . 109
206
5.6 Abbildungsverzeichnis
3.20 Nachweis der WNT1-U¨berexpression in den stabil transfizierten
luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 . . . 111
3.21 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf das Koloniebildungsvermo¨-
gen der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-
3 nach forcierter WNT1-Expression . . . . . . . . . . . . . . . . 113
3.22 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der luminalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3
nach forcierter WNT1-Expression . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
3.23 Einfluss der SFRP1-Reexpression auf die Apoptoserate der lumi-
nalen Mammakarzinomzelllinien MCF7 und SK-BR-3 nach for-
cierter WNT1-Expression . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
3.24 Strukturformeln von zwei SFRP1-Inhibitoren . . . . . . . . . . . 116
3.25 Einfluss von SFRP1-Inhibitoren auf die Zellproliferation stabil
transfizierter BT-20 Mammakarzinomzellen . . . . . . . . . . . . 118
3.26 Western-Blot Analyse des aufgereinigten rekombinanten SFRP1-
Proteins . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119
3.27 Makroskopische Betrachtung des Einflusses des rekombinanten
SFRP1-Proteins auf das Koloniebildungsvermo¨gen verschiedener
basaler und luminaler Mammakarzinomzelllinien . . . . . . . . . 120
3.28 Densitometrische Auswertung des Einflusses von rekombinantem
SFRP1-Protein auf das Koloniebildungsvermo¨gen verschiedener
basaler und luminaler Mammakarzinomzelllinien . . . . . . . . . 122
3.29 Densitometrische Auswertung des Einflusses des rekombinanten
SFRP1-Proteins auf das Koloniebildungsvermo¨gen von stabil trans-
fizierten BT-20 Mammakarzinomzellen . . . . . . . . . . . . . . 124
3.30 Einfluss von SFRP1 auf das Tumorwachstum in einem in vivo
Xenograft-Modell der Maus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 126
3.31 Besta¨tigung differenziell regulierter Kandidatengene des lumina-
len SK-BR-3 Mammakarzinommodells mit Hilfe der Real-Time
PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129
3.32 Besta¨tigung differenziell regulierter Kandidatengene des basalen
BT-20 Mammakarzinommodells mit Hilfe der Real-Time PCR . 130
3.33 Genexpressionssignatur differenzieller SFRP1-assoziierter Zielge-
ne in dem luminalen SK-BR-3 und dem basalen BT-20 Mamma-
karzinommodell . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
207
5 Anhang
3.34 Western-Blot Analyse der LY96-Proteinexpression in dem lumi-
nalen SK-BR-3 Mammakarzinommodell . . . . . . . . . . . . . . 137
3.35 Analyse der LY96 und BDNF mRNA-Expression in SFRP1-
Knockout Ma¨usen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 138
3.36 LY96 und BDNF mRNA-Expression in Tumor- und Normalge-
webeproben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 139
3.37 Lineare Regressionsanalyse der SFRP1 und LY96 bzw. BDNF
mRNA-Expression in humanen Tumorgeweben . . . . . . . . . . 140
3.38 Analyse der BDNF -Expression in Normal- und Tumorgeweben
mit Hilfe der TCGA Datenbank . . . . . . . . . . . . . . . . . . 142
3.39 Korrelation der BDNF- und SFRP1-Proteinexpression in prima¨-
ren Mammakarzinomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145
3.40 Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien sowie des Gesamtu¨berle-
bens in Bezug zur BDNF- und SFRP1-Expression in prima¨ren
Mammakarzinomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 147
3.41 Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien sowie des Gesamtu¨berle-
bens in Bezug zur BDNF- und SFRP1-Expression in der HER2-
positiven Subgruppe der prima¨ren Mammakarzinome . . . . . . 149
3.42 In silico Kaplan-Meier Analyse des rezidivfreien sowie des Ge-
samtu¨berlebens in Bezug zur BDNF- und SFRP1-Expression in
der HER2-positiven Subgruppe der prima¨ren Mammakarzinome 151
3.43 U¨berpru¨fung der BDNF -U¨berexpression in den stabilen Einzel-
klonen der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20 . . . . . . . 153
3.44 Nachweis der BDNF-Proteinexpression in der stabil transfizierten
basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20 . . . . . . . . . . . . . 154
3.45 Einfluss der BDNF-Reexpression auf die Zellproliferation der ba-
salen Mammakarzinomzelllinie BT-20 . . . . . . . . . . . . . . . 155
3.46 Einfluss der BDNF-Reexpression auf das Koloniebildungsvermo¨-
gen der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20 . . . . . . . . . 156
3.47 Einfluss der BDNF-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adha¨sion
der basalen Mammakarzinomzelllinie BT-20 . . . . . . . . . . . 157
208
5.7 Tabellenverzeichnis
5.7 Tabellenverzeichnis
1.1 Beurteilung der histopathologischen Tumorgraduierung . . . . . 23
1.2 Tumor Staging nach der TNM-Klassifikation . . . . . . . . . . . 23
2.1 Verwendete Zelllinien und ihre Ursprungsgewebe . . . . . . . . . 36
2.2 Gera¨te und Apparaturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.3 Verwendete Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.4 Lo¨sungsmittel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.5 Allgemeine Puffer und Lo¨sungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.6 Puffer und Lo¨sungen fu¨r die Agarosegel-Elektrophorese . . . . . 40
2.7 Puffer fu¨r Western-Blot . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.8 Puffer fu¨r die Proteinaufreinigung und Umpufferung . . . . . . . 41
2.9 Puffer und Lo¨sungen fu¨r die funktionellen in vitro Experimente 41
2.10 Puffer und Lo¨sungen fu¨r H&E-Fa¨rbungen . . . . . . . . . . . . 41
2.11 Puffer fu¨r die DNA-Isolation aus Schwanzspitzenbiopsien . . . . 41
2.12 Zellkulturmedien und Zusa¨tze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.13 Medien fu¨r die Anzucht von E.coli . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.14 Immunhistochemie Reagenzien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.15 Prima¨rantiko¨rper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.16 Sekunda¨rantiko¨rper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
2.17 Molekularbiologische und proteinbiochemische Kits . . . . . . . 44
2.18 Oligonukleotide fu¨r Analysen an humanen Zellen . . . . . . . . . 45
2.19 Oligonukleotide fu¨r Analysen mit murinen Geweben . . . . . . . 46
2.20 Oligonukleotide fu¨r MSP-Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2.21 Oligonukleotide fu¨r die Genotypisierungs-PCR der SFRP1-Knock-
out Ma¨use . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
2.22 Oligonukleotide fu¨r die Sequenzierung-PCR . . . . . . . . . . . 47
2.23 Verwendete Vektoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
2.24 Software und Datenbanken . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
2.25 Reaktionsmix einer typischen cDNA-Synthese . . . . . . . . . . 51
2.26 Reaktionsmix einer typischen Genotypisierungs-PCR . . . . . . 52
2.27 Temperaturprofil einer typischen Genotypisierungs-PCR . . . . 52
2.28 Reaktionsmix einer typischen Real-Time PCR . . . . . . . . . . 54
2.29 Temperaturprofil einer typischen Real-Time PCR . . . . . . . . 54
209
5 Anhang
2.30 Reaktionsmix einer typischen MSP . . . . . . . . . . . . . . . . 58
2.31 Temperaturprofil einer typischen MSP . . . . . . . . . . . . . . 59
2.32 Reaktionsmix einer typischen Sequenzierungs-PCR . . . . . . . 61
2.33 Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR . . . . . . . . . . . 61
2.34 Absteigende Alkoholreihe fu¨r die IHC . . . . . . . . . . . . . . . 64
2.35 Aufsteigende Alkoholreihe fu¨r die IHC . . . . . . . . . . . . . . 65
2.36 Schema der transienten Transfektion . . . . . . . . . . . . . . . 73
2.37 Antibiotikum-Verdu¨nnungsreihen . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
2.38 Schema der stabilen Transfektion . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
2.39 Titrationsschema . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.1 Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini
der 104 Kandidatengenliste des luminalen SK-BR-3 Mammakar-
zinommodells . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132
3.2 Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini
des luminalen SK-BR-3 Mammakarzinommodells innerhalb des
gesamten Microarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133
3.3 Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini
der 87 Kandidatengenliste des basalen BT-20 Mammakarzinom-
modells . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 134
3.4 Ausgewa¨hlte GO Klassen mit den entsprechenden GO Termini
des basalen BT-20 Mammakarzinommodells innerhalb des gesam-
ten Microarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135
3.5 Korrelation der mRNA-Expression von SFRP1 und LY96 bzw.
BDNF in prima¨ren Mammakarzinomen . . . . . . . . . . . . . . 141
3.6 Korrelation der Proteinexpression von SFRP1 und BDNF in pri-
ma¨ren Mammakarzinomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 143
3.7 Die Assoziation der BDNF- und SFRP1-Proteinexpression zu kli-
niko-pathologischen Parametern der untersuchten Gewebeproben 146
3.8 RFU¨ und GU¨ der prima¨ren Mammakarzinome in Bezug zur BDNF-
und SFRP1-Proteinexpression . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 148
3.9 RFU¨ und GU¨ der HER2-positiven Subgruppe der prima¨ren Mam-
makarzinome im Bezug zur BDNF- und SFRP1-Proteinexpres-
sion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 150
5.1 Histopathologische Graduierung beim Brustkrebs . . . . . . . . 179
210
5.7 Tabellenverzeichnis
5.2 Kliniko-pathologische Parameter fu¨r das Metastasenkollektiv . . 181
5.3 Kliniko-pathologische Parameter fu¨r das Kryo-Mammakarzinom-
kollektiv . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 182
5.4 Kliniko-pathologische Parameter fu¨r das TMA-Mammakarzinom-
kollektiv . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183
5.5 dChip basierte Kandidatengenliste der luminalen SK-BR-3-Zel-
len . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 184
5.6 dChip basierte Kandidatengenliste der basalen BT-20-Zellen . . 186
5.7 BRB-ArrayTools basierte Kandidatengenliste der luminalen SK-
BR-3-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 188
5.8 BRB-ArrayTools basierte Kandidatengenliste der basalen BT-20-
Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 199
211
5 Anhang
5.8 Eidesstattliche Erkla¨rung
Hiermit erkla¨re ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststa¨ndig
verfasst, durchgefu¨hrt und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfs-
mittel verwendet habe. Des Weiteren erkla¨re ich, dass die vorliegende Dissertati-
on nicht schon als Diplomarbeit oder a¨hnliche Pru¨fungsarbeit verwendet worden
ist.
Aachen, den 12.08.2014
Laura Huth
212
5.9 Lebenslauf
5.9 Lebenslauf
Perso¨nliche Daten
Name Huth, geb. Franken
Vorname Laura
Geburtstag 19. September 1985
Geburtsort Ju¨lich
Staatsangeho¨rigkeit deutsch
Promotion
Ab 09/2010 Promotion am Institut fu¨r Pathologie, AG Molekulare
Onkologie, Uniklinik RWTH Aachen
Universita¨t
10/2009 - 08/2010 Diplomarbeit am Institut fu¨r Pathologie, AG Moleku-
lare Onkologie, Uniklinik RWTH Aachen
10/2004 - 08/2010 Biologiestudium an der RWTH Aachen (Diplom)
Schule
08/1996 - 06/2004 Abitur am Gymnasium Haus Overbach in Ju¨lich
08/1992 - 06/1996 Katholische Grundschule in Linnich
213
5 Anhang
5.10 Danksagung
Herrn Prof. Dr. Edgar Dahl (Institut fu¨r Pathologie, UK Aachen) danke ich fu¨r
die interessante und aktuelle Themenstellung, die U¨bernahme des Gutachtens
und die wissenschaftliche Betreuung meiner Arbeit.
Herrn Prof. Dr. Ralph Panstruga (Institut fu¨r Biologie I, RWTH Aachen) mo¨chte
ich fu¨r die freundliche U¨bernahme des Koreferates danken.
Frau Prof. Dr. Ruth Knu¨chel-Clarke (Institut fu¨r Pathologie, UK Aachen) dan-
ke ich sehr fu¨r die Mo¨glichkeit, am Institut fu¨r Pathologie meine Promotion
absolvieren zu ko¨nnen.
Den Kooperationspartnern der AG Molekulare Onkologie, Prof. Dr. Arndt Hart-
mann und Dr. Ramona Erber (Pathologisches Institut, UK Erlangen), Prof. Dr.
Peter Fasching (Frauenklinik, UK Erlangen), Prof. Joachim Weis und Dr. Axel
Meinhardt (Institut fu¨r Neuropathologie, UK Aachen), Prof. Martina Deckert
und Dr. Tobias Blau (Institut fu¨r Neuropathologie, UK Ko¨ln) danke ich sehr fu¨r
die freundliche Bereitstellung von humanen Gewebeproben, Tissue Microarrays,
kliniko-pathologischen Befunden und U¨berlebensdaten.
Weiterhin mo¨chte ich den Kooperationspartnern Dr. Twan Lammers, Dr. Josef
Ehling und M.Sc. Sarah Baetke (Lehrstuhl fu¨r Experimentelle Molekulare Bild-
gebung, Institut fu¨r Biomedizinische Technologien, UK Aachen) fu¨r die gute Zu-
sammenarbeit im SFRP1-Mausprojekt, Dr. Julia Steitz (Institut fu¨r Versuchs-
tierkunde, UK Aachen) fu¨r die Unterstu¨tzung bei der Injektion der Tumorzellen,
Dr. Peter Habenberger (Lead Discovery Center, Dortmund) fu¨r die Bereitstel-
lung der SFRP1-Inhibitoren, Prof. Jeffrey Rubin (Laboratory of Cellular and
Molecular Biology, Bethesda, USA) fu¨r die U¨bersendung eines Zuchtpaares der
SFRP1-Knockout Ma¨use sowie Dr. Bernd Denecke und Beate Kratz (Chip Fa-
cility, IZKF, UK Aachen) fu¨r das Scannen der Microarrays danken.
Frau Dr. Wiebke Winkens und Frau Dr. Saskia Westphal (Institut fu¨r Patho-
logie, UK Aachen) bin ich sehr dankbar fu¨r ihre Geduld bei all meinen Fragen
zur Mammapathologie und fu¨r das engagierte Auswerten der immunhistoche-
214
5.10 Danksagung
mischen Fa¨rbungen.
Besonderes danken mo¨chte ich den Technischen Assistentinnen fu¨r ihre unein-
geschra¨nkte Hilfsbereitschaft: Sonja von Serenyi, Inge Losen und Sandra Reu-
schenberg sowie insbesondere Jennifer Wipperfu¨rth, Sabine Hartwig und Roswi-
tha Davtalab fu¨r ihre unermu¨dliche Hilfe beim Aufarbeiten der Mausproben.
Ein besonderer Dank geht an alle Mitarbeiter des SFRP1-Teams fu¨r ihren Ein-
satz: B.Sc. Veronika Kloubert, B.Sc. Kerstin Teichmann und Dipl. Biologin Ca-
roline Heymann. Dabei gilt mein gro¨ßter Dank Dr. Anette ten Haaf fu¨r die tolle
Zusammenarbeit und die außerordentliche Unterstu¨tzung wa¨hrend der gesamten
Zeit meiner Promotion.
Danke an alle Doktoranden sowie die Mitarbeiter des Instituts fu¨r die angenehme
und hilfsbereite Arbeitsatmospha¨re. Ein besseres Team ha¨tte man sich nicht
wu¨nschen ko¨nnen.
Mein gro¨ßter Dank gilt jedoch meiner Familie, die mich stets unterstu¨tzt hat.
215
5 Anhang
216
Literaturverzeichnis
[1] M. Krams, S. O. Frahm, U. Kellner, and C. Mawrin. Kurzlehrbuch Pa-
thologie. Stuttgart: Georg Thieme Verlag, 2010.
[2] J. Ferlay, E. Steliarova-Foucher, J. Lortet-Tieulent, S. Rosso, J. W. Co-
ebergh, H. Comber, D. Forman, and F. Bray. Cancer incidence and morta-
lity patterns in Europe: estimates for 40 countries in 2012. Eur J Cancer,
49(6):1374–403, 2013.
[3] Robert Koch-Insitut (RKI). Gesundheitsberichterstattung des Bundes:
Krebs in Deutschland 2007-2008. Ha¨ufigkeiten und Trends. RKI, Berlin,
2012.
[4] K. Kraywinkel, J. Bertz, and A. Laudi. Epidemiologie und Fru¨herkennung
ha¨ufiger Krebserkrankungen in Deutschland. Robert Koch-Institut Berlin,
2012.
[5] J. Bertz, S. Dahm, J. Haberland, K. Krywinkinkel, B. Kurth, and
U. Wolf. Verbreitung von Krebserkrankungen in Deutschland. Robert
Koch-Institut, 2010.
[6] Robert Koch-Insitut (RKI). Gesundheitsberichterstattung des Bundes:
Krebs in Deutschland 2003-2004. Ha¨ufigkeiten und Trends. RKI, Berlin,
2008.
[7] R. Lu¨llmann-Rauch. Histologie. Verstehen - Lernen - Nachschlagen. Thie-
me, 2003.
[8] S. R. Wellings, H. M. Jensen, and R. G. Marcum. An atlas of subgross
pathology of the human breast with special reference to possible precan-
cerous lesions. J Natl Cancer Inst, 55(2):231–73, 1975.
[9] R. Fonseca, L. C. Hartmann, I. A. Petersen, J. H. Donohue, T. B. Crotty,
and J. J. Gisvold. Ductal carcinoma in situ of the breast. Ann Intern
Med, 127(11):1013–22, 1997.
[10] H. Buerger, R. Simon, K. L. Scha¨fer, R. Diallo, R. Littmann, C. Poremba,
P. J. van Diest, B. Dockhorn-Dworniczak, and W. Bo¨cker. Genetic relation
217
Literaturverzeichnis
of lobular carcinoma in situ, ductal carcinoma in situ, and associated
invasive carcinoma of the breast. Mol Pathol, 53(3):118–21, 2000.
[11] J. Russo, X. Yang, Y. F. Hu, B. A. Bove, Y. Huang, I. D. Silva, Q. Tahin,
Y. Wu, N. Higgy, A. Zekri, and I. H. Russo. Biological and molecular
basis of human breast cancer. Front Biosci, 3:D944–60, 1998.
[12] A. Bombonati and D. C. Sgroi. The molecular pathology of breast cancer
progression. J Pathol, 223(2):307–17, 2011.
[13] E. Mallon, P. Osin, N. Nasiri, I. Blain, B. Howard, and B. Gusterson.
The basic pathology of human breast cancer. J Mammary Gland Biol
Neoplasia, 5(2):139–63, 2000.
[14] E. W. Elston and I. O. Ellis. Method for grading breast cancer. J Clin
Pathol, 46(2):189–90, 1993.
[15] C. Wittekind. Dissemination of TNM classification in Europe. Interna-
tional Journal of Cancer, 56, 2002.
[16] C. M. Perou, T. Sørlie, M. B. Eisen, M. van de Rijn, S. S. Jeffrey, C. A.
Rees, J. R. Pollack, D. T. Ross, H. Johnsen, L. A. Akslen, O. Fluge, A. Per-
gamenschikov, C. Williams, S. X. Zhu, P. E. Lønning, A. L. Børresen-Dale,
P. O. Brown, and D. Botstein. Molecular portraits of human breast tu-
mours. Nature, 406(6797):747–52, 2000.
[17] T. Sørlie, C. M. Perou, R. Tibshirani, T. Aas, S. Geisler, H. John-
sen, T. Hastie, M. B. Eisen, M. van de Rijn, S. S. Jeffrey, T. Thorsen,
H. Quist, J. C. Matese, P. O. Brown, D. Botstein, P. E. Lønning, and
A. L. Børresen-Dale. Gene expression patterns of breast carcinomas dis-
tinguish tumor subclasses with clinical implications. Proc Natl Acad Sci
USA, 98(19):10869–74, 2001.
[18] T. Sorlie, R. Tibshirani, J. Parker, T. Hastie, J. S. Marron, A. Nobel,
S. Deng, H. Johnsen, R. Pesich, S. Geisler, J. Demeter, C. M. Perou, P. E.
Lønning, P. O. Brown, A. L. Børresen-Dale, and D. Botstein. Repeated
observation of breast tumor subtypes in independent gene expression data
sets. Proc Natl Acad Sci USA, 100(14):8418–23, 2003.
[19] Z. Hu, C. Fan, D. S. Oh, J. S. Marron, X. He, B. F. Qaqish, C. Livasy,
L. A. Carey, E. Reynolds, L. Dressler, A. Nobel, J. Parker, M. G. Ewend,
L. R. Sawyer, J. Wu, Y. Liu, R. Nanda, M. Tretiakova, A. Ruiz Orrico,
D. Dreher, J. P. Palazzo, L. Perreard, E. Nelson, M. Mone, H. Hansen,
M. Mullins, J. F. Quackenbush, M. J. Ellis, O. I. Olopade, P. S. Bernard,
and C. M. Perou. The molecular portraits of breast tumors are conserved
across microarray platforms. BMC Genomics, 7:96, 2006.
218
Literaturverzeichnis
[20] M. J. Engstrøm, S. Opdahl, A. I. Hagen, P. R. Romundstad, L. A. Aks-
len, O. A. Haugen, L. J. Vatten, and A. M. Bofin. Molecular subtypes,
histopathological grade and survival in a historic cohort of breast cancer
patients. Breast Cancer Res Treat, 140(3):463–73, 2013.
[21] O. Brouckaert, A. Laenen, J. Vanderhaegen, H. Wildiers, K. Leunen,
F. Amant, P. Berteloot, A. Smeets, R. Paridaens, M. R. Christiaens,
G. Floris, P. Moerman, E. Van Limbergen, S. Peeters, C. Weltens, I. Ver-
gote, and P. Neven. Applying the 2011 St Gallen panel of prognostic
markers on a large single hospital cohort of consecutively treated primary
operable breast cancers. Ann Oncol, 23(10):2578–84, 2012.
[22] T. C. de Ruijter, J. Veeck, J. P. de Hoon, M. van Engeland, and V. C.
Tjan-Heijnen. Characteristics of triple-negative breast cancer. J Cancer
Res Clin Oncol, 137(2):183–92, 2011.
[23] S. Nofech-Mozes, M. Trudeau, H. K. Kahn, R. Dent, E. Rawlinson, P. Sun,
S. A. Narod, and W. M. Hanna. Patterns of recurrence in the basal and
non-basal subtypes of triple-negative breast cancers. Breast Cancer Res
Treat, 118(1):131–7, 2009.
[24] A. Goldhirsch, E. P. Winer, A. S. Coates, R. D. Gelber, M. Piccart-
Gebhart, B. Thu¨rlimann, H. J. Senn, and Panel members. Personalizing
the treatment of women with early breast cancer: highlights of the St
Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early
Breast Cancer 2013. Ann Oncol, 24(9):2206–23, 2013.
[25] C. M. Perou. Molecular stratification of triple-negative breast cancers.
Oncologist, 15 Suppl 5:39–48, 2010.
[26] D. Trichopoulos, H. O. Adami, A. Ekbom, C. C. Hsieh, and P. Lagiou.
Early life events and conditions and breast cancer risk: from epidemiology
to etiology. Int J Cancer, 122(3):481–5, 2008.
[27] Robert Koch-Insitut (RKI). Verbreitung von Krebserkrankungen in
Deutschland. Entwicklung der Pra¨valenzen zwischen 1990 und 2010. Bei-
tra¨ge zur Gesundheitsberichterstattung des Bundes. RKI, Berlin, 2010.
[28] P. Reynolds, S. Hurley, D. E. Goldberg, H. Anton-Culver, L. Bernstein,
D. Deapen, P. L. Horn-Ross, D. Peel, R. Pinder, R. K. Ross, D. West,
W. E. Wright, and A. Ziogas. Active smoking, household passive smoking,
and breast cancer: evidence from the California Teachers Study. J Natl
Cancer Inst, 96(1):29–37, 2004.
[29] F. A. Mettler, A. C. Upton, C. A. Kelsey, R. N. Ashby, R. D. Rosenberg,
and M. N. Linver. Benefits versus risks from mammography: a critical
reassessment. Cancer, 77(5):903–9, 1996.
219
Literaturverzeichnis
[30] J. M. Lappe, D. Travers-Gustafson, K. M. Davies, R. R. Recker, and
R. P. Heaney. Vitamin D and calcium supplementation reduces cancer
risk: results of a randomized trial. Am J Clin Nutr, 85(6):1586–91, 2007.
[31] N. Siegmund-Schultze, V. Zylka-Menhorn, R. Leinmu¨ller, and R. Meyer.
Hormontherapie und Brustkrebs: Ein Blick auf aktuelle Datenlage. Deut-
sches A¨rzteblatt, 105, 2008.
[32] H. Zhu, X. Lei, J. Feng, and Y. Wang. Oral contraceptive use and risk
of breast cancer: a meta-analysis of prospective cohort studies. Eur J
Contracept Reprod Health Care, 17(6):402–14, 2012.
[33] F. Bertucci, P. Viens, P. Hingamp, V. Nasser, R. Houlgatte, and D. Birn-
baum. Breast cancer revisited using DNA array-based gene expression
profiling. Int J Cancer, 103(5):565–71, 2003.
[34] C. Wagener and O. Mu¨ller. Molekulare Onkologie: Entstehung, Progressi-
on, klinische Aspekte. Georg Theime Verlag KG, 3. Auflage, 2010.
[35] L. M. Merlo, J. W. Pepper, B. J. Reid, and C. C. Maley. Cancer as an
evolutionary and ecological process. Nat Rev Cancer, 6(12):924–35, 2006.
[36] K. R. Cho and B. Vogelstein. Genetic alterations in the adenoma–
carcinoma sequence. Cancer, 70(6 Suppl):1727–31, 1992.
[37] J. Murken, T. Grimm, and E. Holinski-Feder. Taschenlehrbuch Human-
genetik. Stuttgart: Georg Thieme Verlag, 7. Auflage, 2006.
[38] C. Escot, C. Theillet, R. Lidereau, F. Spyratos, M. H. Champeme, J. Gest,
and R. Callahan. Genetic alteration of the c-myc protooncogene (MYC) in
human primary breast carcinomas. Proc Natl Acad Sci USA, 83(13):4834–
8, 1986.
[39] S. L. Deming, S. J. Nass, R. B. Dickson, and B. J. Trock. C-myc amplifi-
cation in breast cancer: a meta-analysis of its occurrence and prognostic
relevance. Br J Cancer, 83(12):1688–95, 2000.
[40] A. Borg, B. Baldetorp, M. Ferno¨, H. Olsson, and H. Sigurdsson. c-myc am-
plification is an independent prognostic factor in postmenopausal breast
cancer. Int J Cancer, 51(5):687–91, 1992.
[41] T. Stoelzle, P. Schwarb, A. Trumpp, and N. E. Hynes. c-Myc affects
mRNA translation, cell proliferation and progenitor cell function in the
mammary gland. BMC Biol, 7:63, 2009.
[42] M. Cizkova, A. Susini, S. Vacher, G. Cizeron-Clairac, C. Andrieu,
K. Driouch, E. Fourme, R. Lidereau, and I. Bie`che. PIK3CA mutati-
on impact on survival in breast cancer patients and in ERα, PR and
ERBB2-based subgroups. Breast Cancer Res, 14(1):R28, 2012.
220
Literaturverzeichnis
[43] L. Zhao and P. K. Vogt. Class I PI3K in oncogenic cellular transformation.
Oncogene, 27(41):5486–96, 2008.
[44] C. Mao, Z. Y. Yang, X. F. Hu, Q. Chen, and J. L. Tang. PIK3CA exon
20 mutations as a potential biomarker for resistance to anti-EGFR mo-
noclonal antibodies in KRAS wild-type metastatic colorectal cancer: a
systematic review and meta-analysis. Ann Oncol, 23(6):1518–25, 2012.
[45] S. Chandarlapaty, R. A. Sakr, D. Giri, S. Patil, A. Heguy, M. Morrow,
S. Modi, L. Norton, N. Rosen, C. Hudis, and T. A. King. Frequent mu-
tational activation of the PI3K-AKT pathway in trastuzumab-resistant
breast cancer. Clin Cancer Res, 18(24):6784–91, 2012.
[46] F. Janku, J. J. Wheler, S. N. Westin, S. L. Moulder, A. Naing, A. M. Tsim-
beridou, S. Fu, G. S. Falchook, D. S. Hong, I. Garrido-Laguna, R. Luthra,
J. J. Lee, K. H. Lu, and R. Kurzrock. PI3K/AKT/mTOR inhibitors
in patients with breast and gynecologic malignancies harboring PIK3CA
mutations. J Clin Oncol, 30(8):777–82, 2012.
[47] A. G. Knudson. Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma.
Proc Natl Acad Sci USA, 68(4):820–3, 1971.
[48] R. Godbout, T. P. Dryja, J. Squire, B. L. Gallie, and R. A. Phillips.
Somatic inactivation of genes on chromosome 13 is a common event in
retinoblastoma. Nature, 304(5925):451–3, 1983.
[49] R. Sager. Genetic suppression of tumor formation. Adv Cancer Res,
44:43–68, 1985.
[50] T. Soussi. p53 Antibodies in the sera of patients with various types of
cancer: a review. Cancer Res, 60(7):1777–88, 2000.
[51] R. Valgardsdottir, L. Tryggvadottir, M. Steinarsdottir, K. Olafsdottir,
S. Jonasdottir, J. G. Jonasson, H. M. Ogmundsdottir, and J. E. Eyfjo¨rd.
Genomic instability and poor prognosis associated with abnormal TP53 in
breast carcinomas. Molecular and immunohistochemical analysis. APMIS,
105(2):121–30, 1997.
[52] Y. Miki, J. Swensen, D. Shattuck-Eidens, P. A. Futreal, K. Harshman,
S. Tavtigian, Q. Liu, C. Cochran, L. M. Bennett, and W. Ding. A strong
candidate for the breast and ovarian cancer susceptibility gene BRCA1.
Science, 266(5182):66–71, 1994.
[53] R. Wooster, S. L. Neuhausen, J. Mangion, Y. Quirk, D. Ford, N. Collins,
K. Nguyen, S. Seal, T. Tran, and D. Averill. Localization of a breast
cancer susceptibility gene, BRCA2, to chromosome 13q12-13. Science,
265(5181):2088–90, 1994.
221
Literaturverzeichnis
[54] M. A. Blackwood and B. L. Weber. BRCA1 and BRCA2: from molecular
genetics to clinical medicine. J Clin Oncol, 16(5):1969–77, 1998.
[55] B. Friedenson. BRCA1 and BRCA2 pathways and the risk of cancers
other than breast or ovarian. MedGenMed, 7(2):60, 2005.
[56] C. L. Carter, C. Allen, and D. E. Henson. Relation of tumor size, lymph
node status, and survival in 24,740 breast cancer cases. Cancer, 63(1):181–
7, 1989.
[57] G. Zugmaier, C. Knabbe, and A. Aigner. Das Mammakarzinom - Risi-
kofaktoren, Prognose und medikamento¨se Therapie. Med Welt, 54:96-101,
2003.
[58] I. Mittra. Prognostic Factors and Staging. Oxford Textbook of Oncology
Oxford University Press, 2. Auflage, 2002.
[59] L. A. Habel, S. Shak, M. K. Jacobs, A. Capra, C. Alexander, M. Pho,
J. Baker, M. Walker, D. Watson, J. Hackett, N. T. Blick, D. Greenberg,
L. Fehrenbacher, B. Langholz, and C. P. Quesenberry. A population-based
study of tumor gene expression and risk of breast cancer death among
lymph node-negative patients. Breast Cancer Res, 8(3):R25, 2006.
[60] M. P. Look, W. L. van Putten, M. J. Duffy, N. Harbeck, I. J. Chris-
tensen, C. Thomssen, R. Kates, F. Spyratos, M. Ferno¨, S. Eppenberger-
Castori, C. G. Sweep, K. Ulm, J. P. Peyrat, P. M. Martin, H. Magdelenat,
N. Bru¨nner, C. Duggan, B. W. Lisboa, P. O. Bendahl, V. Quillien, A. Da-
ver, G. Ricolleau, M. E. Meijer-van Gelder, P. Manders, W. E. Fiets,
M. A. Blankenstein, P. Broe¨t, S. Romain, G. Daxenbichler, G. Windbich-
ler, T. Cufer, S. Borstnar, W. Kueng, L. V. Beex, J. G. Klijn, N. O’Higgins,
U. Eppenberger, F. Ja¨nicke, M. Schmitt, and J. A. Foekens. Pooled ana-
lysis of prognostic impact of urokinase-type plasminogen activator and
its inhibitor PAI-1 in 8377 breast cancer patients. J Natl Cancer Inst,
94(2):116–28, 2002.
[61] N. Harbeck, I. Bohlmann, J.S. Ross, R. Gruetzmann, G. Kristiansen,
A. Margossian, A. Hartmann, T. Cufer, A. Paradiso, and S. Maier. Mul-
ticenter study validates PITX2 DNA methylation for risk prediction in
Tamoxifen treated, node negative breast cancer using paraffin embedded
tumor tissue. Journal of Clinical Oncology, 23:5S, 2005.
[62] N. Harbeck, R. E. Kates, M. Schmitt, K. Gauger, M. Kiechle, F. Janicke,
C. Thomassen, M. P. Look, and J. A. Foekens. Urokinase-type plasmino-
gen activator and its inhibitor type 1 predict disease outcome and therapy
response in primary breast cancer. Clin Breast Cancer, 5(5):348–52, 2004.
222
Literaturverzeichnis
[63] C. Thomssen, N. Harbeck, J. Dittmer, S. R. Abraha-Spaeth, N. Papendick,
A. Paradiso, B. Lisboa, F. Jaenicke, M. Schmitt, and M. Vetter. Feasibility
of measuring the prognostic factors uPA and PAI-1 in core needle biopsy
breast cancer specimens. J Natl Cancer Inst, 101(14):1028–9, 2009.
[64] N. Harbeck, P. Dettmar, C. Thomssen, U. Berger, K. Ulm, R. Kates,
H. Ho¨fler, F. Ja¨nicke, H. Graeff, and M. Schmitt. Risk-group discriminati-
on in node-negative breast cancer using invasion and proliferation markers:
6-year median follow-up. Br J Cancer, 80(3-4):419–26, 1999.
[65] S. Mook, L. J. Van’t Veer, E. J. Rutgers, M. J. Piccart-Gebhart, and
F. Cardoso. Individualization of therapy using Mammaprint: from deve-
lopment to the MINDACT trial. Cancer Genomics Proteomics, 4(3):147–
55, 2007.
[66] M. Dowsett, J. Cuzick, C. Wale, J. Forbes, E. A. Mallon, J. Salter,
E. Quinn, A. Dunbier, M. Baum, A. Buzdar, A. Howell, R. Bugarini, F. L.
Baehner, and S. Shak. Prediction of risk of distant recurrence using the
21-gene recurrence score in node-negative and node-positive postmeno-
pausal patients with breast cancer treated with anastrozole or tamoxifen:
a TransATAC study. J Clin Oncol, 28(11):1829–34, 2010.
[67] C. Denkert, R. Kronenwett, W. Schlake, K. Bohmann, R. Penzel, K. E.
Weber, H. Ho¨fler, U. Lehmann, P. Schirmacher, K. Specht, M. Rudas,
H. H. Kreipe, P. Schraml, G. Schlake, Z. Bago-Horvath, F. Tiecke, Z. Var-
ga, H. Moch, M. Schmidt, J. Prinzler, D. Kerjaschki, B. V. Sinn, B. M.
Mu¨ller, M. Filipits, C. Petry, and M. Dietel. Decentral gene expressi-
on analysis for ER+/Her2- breast cancer: results of a proficiency testing
program for the EndoPredict assay. Virchows Arch, 460(3):251–9, 2012.
[68] T. O. Nielsen, J. S. Parker, S. Leung, D. Voduc, M. Ebbert, T. Vickery,
S. R. Davies, J. Snider, I. J. Stijleman, J. Reed, M. C. Cheang, E. R.
Mardis, C. M. Perou, P. S. Bernard, and M. J. Ellis. A comparison of
PAM50 intrinsic subtyping with immunohistochemistry and clinical pro-
gnostic factors in tamoxifen-treated estrogen receptor-positive breast can-
cer. Clin Cancer Res, 16(21):5222–32, 2010.
[69] W. Remmele and H. E. Stegner. Recommendation for uniform definition of
an immunoreactive score (IRS) for immunohistochemical estrogen receptor
detection (ER-ICA) in breast cancer tissue. Pathologe, 8(3):138–40, 1987.
[70] A. Di Leo, F. Cardoso, V. Durbecq, R. Giuliani, M. Mano, G. Atalay,
D. Larsimont, C. Sotiriou, L. Biganzoli, and M. J. Piccart. Predictive
molecular markers in the adjuvant therapy of breast cancer: state of the
art in the year 2002. Int J Clin Oncol, 7(4):245–53, 2002.
223
Literaturverzeichnis
[71] B. Moy and P. E. Goss. Estrogen receptor pathway: resistance to endocrine
therapy and new therapeutic approaches. Clin Cancer Res, 12(16):4790–3,
2006.
[72] D. J. Slamon, B. Leyland-Jones, S. Shak, H. Fuchs, V. Paton, A. Ba-
jamonde, T. Fleming, W. Eiermann, J. Wolter, M. Pegram, J. Baselga,
and L. Norton. Use of chemotherapy plus a monoclonal antibody against
HER2 for metastatic breast cancer that overexpresses HER2. N Engl J
Med, 344(11):783–92, 2001.
[73] H. Joensuu, P. L. Kellokumpu-Lehtinen, P. Bono, T. Alanko, V. Ka-
taja, R. Asola, T. Utriainen, R. Kokko, A. Hemminki, M. Tarkkanen,
T. Turpeenniemi-Hujanen, S. Jyrkkio¨, M. Flander, L. Helle, S. Ingalsuo,
K. Johansson, A. S. Ja¨a¨skela¨inen, M. Pajunen, M. Rauhala, J. Kaleva-
Kerola, T. Salminen, M. Leinonen, I. Elomaa, J. Isola, and FinHer Study
Investigators. Adjuvant docetaxel or vinorelbine with or without trastu-
zumab for breast cancer. N Engl J Med, 354(8):809–20, 2006.
[74] M. J. Piccart-Gebhart, M. Procter, B. Leyland-Jones, A. Goldhirsch,
M. Untch, I. Smith, L. Gianni, J. Baselga, R. Bell, C. Jackisch, D. Ca-
meron, M. Dowsett, C. H. Barrios, G. Steger, C. S. Huang, M. Anders-
son, M. Inbar, M. Lichinitser, I. La´ng, U. Nitz, H. Iwata, C. Thomssen,
C. Lohrisch, T. M. Suter, J. Ru¨schoff, T. Suto, V. Greatorex, C. Ward,
C. Straehle, E. McFadden, M. S. Dolci, R. D. Gelber, and Herceptin Ad-
juvant (HERA) Trial Study Team. Trastuzumab after adjuvant chemo-
therapy in HER2-positive breast cancer. N Engl J Med, 353(16):1659–72,
2005.
[75] E. H. Romond, E. A. Perez, J. Bryant, V. J. Suman, C. E. Geyer, N. E.
Davidson, E. Tan-Chiu, S. Martino, S. Paik, P. A. Kaufman, S. M. Swain,
T. M. Pisansky, L. Fehrenbacher, L. A. Kutteh, V. G. Vogel, D. W. Vis-
scher, G. Yothers, R. B. Jenkins, A. M. Brown, S. R. Dakhil, E. P. Mamou-
nas, W. L. Lingle, P. M. Klein, J. N. Ingle, and N. Wolmark. Trastuzumab
plus adjuvant chemotherapy for operable HER2-positive breast cancer. N
Engl J Med, 353(16):1673–84, 2005.
[76] Deutsche Krebsgesellschaft. Interdisziplina¨re S3-Leitlinie fu¨r die Diagno-
stik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms. 2010.
[77] S. Darby, P. McGale, C. Correa, C. Taylor, R. Arriagada, M. Clarke,
D. Cutter, C. Davies, M. Ewertz, J. Godwin, R. Gray, L. Pierce, T. Whe-
lan, Y. Wang, R. Peto, and Early Breast Cancer Trialists’ Collaborati-
ve Group (EBCTCG). Effect of radiotherapy after breast-conserving sur-
gery on 10-year recurrence and 15-year breast cancer death: meta-analysis
of individual patient data for 10,801 women in 17 randomised trials. Lan-
cet, 378(9804):1707–16, 2011.
224
Literaturverzeichnis
[78] C. Schaefer and C. Weber-Scho¨ndorfer. Medikamento¨se Therapie in der
Schwangerschaft. Deutsches A¨rzteblatt, 37, 2005.
[79] R. Nusse and H. E. Varmus. Many tumors induced by the mouse mam-
mary tumor virus contain a provirus integrated in the same region of the
host genome. Cell, 31(1):99–109, 1982.
[80] A. S. Tsukamoto, R. Grosschedl, R. C. Guzman, T. Parslow, and H. E.
Varmus. Expression of the int-1 gene in transgenic mice is associated with
mammary gland hyperplasia and adenocarcinomas in male and female
mice. Cell, 55(4):619–25, 1988.
[81] F. Rijsewijk, M. Schuermann, E. Wagenaar, P. Parren, D. Weigel, and
R. Nusse. The Drosophila homolog of the mouse mammary oncogene int-
1 is identical to the segment polarity gene wingless. Cell, 50(4):649–57,
1987.
[82] R. Nusse, A. Brown, J. Papkoff, P. Scambler, G. Shackleford, A. McMa-
hon, R. Moon, and H. Varmus. A new nomenclature for int-1 and related
genes: the Wnt gene family. Cell, 64(2):231, 1991.
[83] C. Y. Logan and R. Nusse. The Wnt signaling pathway in development
and disease. Annu Rev Cell Dev Biol, 20:781–810, 2004.
[84] G. Turashvili, J. Bouchal, G. Burkadze, and Z. Kolar. Wnt signaling pa-
thway in mammary gland development and carcinogenesis. Pathobiology,
73(5):213–23, 2006.
[85] H. Clevers. Wnt/beta-catenin signaling in development and disease. Cell,
127(3):469–80, 2006.
[86] B. T. MacDonald, K. Tamai, and X. He. Wnt/beta-catenin signaling:
components, mechanisms, and diseases. Dev Cell, 17(1):9–26, 2009.
[87] K. Willert, J. D. Brown, E. Danenberg, A. W. Duncan, I. L. Weissman,
T. Reya, J. R. Yates, and R. Nusse. Wnt proteins are lipid-modified and
can act as stem cell growth factors. Nature, 423(6938):448–52, 2003.
[88] G. Hausmann, C. Ba¨nziger, and K. Basler. Helping Wingless take flight:
how WNT proteins are secreted. Nat Rev Mol Cell Biol, 8(4):331–6, 2007.
[89] J. R. Seifert and M. Mlodzik. Frizzled/PCP signalling: a conserved me-
chanism regulating cell polarity and directed motility. Nat Rev Genet,
8(2):126–38, 2007.
[90] K. Anakwe, L. Robson, J. Hadley, P. Buxton, V. Church, S. Allen, C. Hart-
mann, B. Harfe, T. Nohno, A. M. Brown, D. J. Evans, and P. Francis-West.
Wnt signalling regulates myogenic differentiation in the developing avian
wing. Development, 130(15):3503–14, 2003.
225
Literaturverzeichnis
[91] W. Kim, M. Kim, and E. H. Jho. Wnt/β-catenin signalling: from plasma
membrane to nucleus. Biochem J, 450(1):9–21, 2013.
[92] X. He, M. Semenov, K. Tamai, and X. Zeng. LDL receptor-related proteins
5 and 6 in Wnt/beta-catenin signaling: arrows point the way. Develop-
ment, 131(8):1663–77, 2004.
[93] P. Bhanot, M. Brink, C. H. Samos, J. C. Hsieh, Y. Wang, J. P. Macke,
D. Andrew, J. Nathans, and R. Nusse. A new member of the frizzled family
from Drosophila functions as a Wingless receptor. Nature, 382(6588):225–
30, 1996.
[94] D. L. Daniels and W. I. Weis. Beta-catenin directly displaces Grou-
cho/TLE repressors from Tcf/Lef in Wnt-mediated transcription activa-
tion. Nat Struct Mol Biol, 12(4):364–71, 2005.
[95] R. Karim, G. Tse, T. Putti, R. Scolyer, and S. Lee. The significance of the
Wnt pathway in the pathology of human cancers. Pathology, 36(2):120–8,
2004.
[96] R. Nusse. Wnt signaling in disease and in development. Cell Res, 15(1):28–
32, 2005.
[97] P. Bovolenta, P. Esteve, J. M. Ruiz, E. Cisneros, and J. Lopez-Rios.
Beyond Wnt inhibition: new functions of secreted Frizzled-related pro-
teins in development and disease. J Cell Sci, 121(Pt 6):737–46, 2008.
[98] G. J. Klarmann, A. Decker, and W. L. Farrar. Epigenetic gene silencing
in the wnt pathway in breast cancer. Epigenetics, 3(2):59–63, 2008.
[99] E. Dahl, J. Veeck, H. An, F. Wiesmann, E. Klopocki, G. Sauter, G. Kris-
tiansen, A. Hartmann, and R. Knu¨chel. Epigenetic inactivation of the
WNT antagonist SFRP1 in breast cancer. Verh Dtsch Ges Pathol, 89:169–
77, 2005.
[100] Y. Kawano and R. Kypta. Secreted antagonists of the Wnt signalling
pathway. J Cell Sci, 116(Pt 13):2627–34, 2003.
[101] H. S. Melkonyan, W. C. Chang, J. P. Shapiro, M. Mahadevappa, P. A.
Fitzpatrick, M. C. Kiefer, L. D. Tomei, and S. R. Umansky. SARPs: a
family of secreted apoptosis-related proteins. Proc Natl Acad Sci USA,
94(25):13636–41, 1997.
[102] P. W. Finch, X. He, M. J. Kelley, A. Uren, R. P. Schaudies, N. C. Popescu,
S. Rudikoff, S. A. Aaronson, H. E. Varmus, and J. S. Rubin. Purification
and molecular cloning of a secreted, Frizzled-related antagonist of Wnt
action. Proc Natl Acad Sci USA, 94(13):6770–5, 1997.
226
Literaturverzeichnis
[103] L. Ba´nyai and L. Patthy. The NTR module: domains of netrins, secreted
frizzled related proteins, and type I procollagen C-proteinase enhancer
protein are homologous with tissue inhibitors of metalloproteases. Protein
Sci, 8(8):1636–42, 1999.
[104] A. Bafico, A. Gazit, T. Pramila, P. W. Finch, A. Yaniv, and S. A. Aaron-
son. Interaction of frizzled related protein (FRP) with Wnt ligands and
the frizzled receptor suggests alternative mechanisms for FRP inhibition
of Wnt signaling. J Biol Chem, 274(23):16180–7, 1999.
[105] A. Uren, F. Reichsman, V. Anest, W. G. Taylor, K. Muraiso, D. P. Bot-
taro, S. Cumberledge, and J. S. Rubin. Secreted frizzled-related protein-1
binds directly to Wingless and is a biphasic modulator of Wnt signaling.
J Biol Chem, 275(6):4374–82, 2000.
[106] K. Wright, P. J. Wilson, J. Kerr, K. Do, T. Hurst, S. K. Khoo, B. Ward,
and G. Chenevix-Trench. Frequent loss of heterozygosity and three critical
regions on the short arm of chromosome 8 in ovarian adenocarcinomas.
Oncogene, 17(9):1185–8, 1998.
[107] J. E. Armes, F. Hammet, M. de Silva, J. Ciciulla, S. J. Ramus, W. K.
Soo, A. Mahoney, N. Yarovaya, M. A. Henderson, K. Gish, A. M. Hutchins,
G. R. Price, and D. J. Venter. Candidate tumor-suppressor genes on chro-
mosome arm 8p in early-onset and high-grade breast cancers. Oncogene,
23(33):5697–702, 2004.
[108] R. Stoehr, C. Wissmann, H. Suzuki, R. Knuechel, R. C. Krieg, E. Klo-
pocki, E. Dahl, P. Wild, H. Blaszyk, G. Sauter, R. Simon, R. Schmitt,
D. Zaak, F. Hofstaedter, A. Rosenthal, S. B. Baylin, C. Pilarsky, and
A. Hartmann. Deletions of chromosome 8p and loss of sFRP1 expression
are progression markers of papillary bladder cancer. Lab Invest, 84(4):465–
78, 2004.
[109] G. M. Caldwell, C. Jones, K. Gensberg, S. Jan, R. G. Hardy, P. Byrd,
S. Chughtai, Y. Wallis, G. M. Matthews, and D. G. Morton. The Wnt
antagonist sFRP1 in colorectal tumorigenesis. Cancer Res, 64(3):883–8,
2004.
[110] C. J. Marsit, M. R. Karagas, A. Andrew, M. Liu, H. Danaee, A. R. Schned,
H. H. Nelson, and K. T. Kelsey. Epigenetic inactivation of SFRP genes
and TP53 alteration act jointly as markers of invasive bladder cancer.
Cancer Res, 65(16):7081–5, 2005.
[111] E. Klopocki, G. Kristiansen, P. J. Wild, I. Klaman, E. Castanos-Velez,
G. Singer, R. Sto¨hr, R. Simon, G. Sauter, H. Leibiger, L. Essers, B. Weber,
K. Hermann, A. Rosenthal, A. Hartmann, and E. Dahl. Loss of SFRP1
227
Literaturverzeichnis
is associated with breast cancer progression and poor prognosis in early
stage tumors. Int J Oncol, 25(3):641–9, 2004.
[112] F. Ugolini, E. Charafe-Jauffret, V. J. Bardou, J. Geneix, J. Ade´la¨ıde,
F. Labat-Moleur, F. Penault-Llorca, M. Longy, J. Jacquemier, D. Birn-
baum, and M. J. Pe´busque. WNT pathway and mammary carcinogenesis:
loss of expression of candidate tumor suppressor gene SFRP1 in most in-
vasive carcinomas except of the medullary type. Oncogene, 20(41):5810–7,
2001.
[113] J. Veeck, D. Niederacher, H. An, E. Klopocki, F. Wiesmann, B. Betz,
O. Galm, O. Camara, M. Du¨rst, G. Kristiansen, C. Huszka, R. Knu¨chel,
and E. Dahl. Aberrant methylation of the Wnt antagonist SFRP1 in breast
cancer is associated with unfavourable prognosis. Oncogene, 25(24):3479–
88, 2006.
[114] Y. J. Jeong, H. Y. Jeong, J. G. Bong, S. H. Park, and H. K. Oh. Low
methylation levels of the SFRP1 gene are associated with the basal-like
subtype of breast cancer. Oncol Rep, 29(5):1946–54, 2013.
[115] E. Dahl, G. Kristiansen, K. Gottlob, I. Klaman, E. Ebner, B. Hinzmann,
K. Hermann, C. Pilarsky, M. Du¨rst, M. Klinkhammer-Schalke, H. Blaszyk,
R. Knuechel, A. Hartmann, A. Rosenthal, and P. J. Wild. Molecular
profiling of laser-microdissected matched tumor and normal breast tissue
identifies karyopherin alpha2 as a potential novel prognostic marker in
breast cancer. Clin Cancer Res, 12(13):3950–60, 2006.
[116] O. Galm and J. G. Herman. Methylation-specific polymerase chain reac-
tion. Methods Mol Med, 113:279–91, 2005.
[117] A. ten Haaf. Expressionsanalyse und funktionelle Charakterisierung poten-
tieller Biomarker des humanen Mammakarzinoms in vitro und in einem
SFRP1-Knockout Mausmodell. Diss. Aachen: RWTH Aachen University,
2010.
[118] H. Hayatsu. Discovery of bisulfite-mediated cytosine conversion to uracil,
the key reaction for DNA methylation analysis–a personal account. Proc
Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci, 84(8):321–30, 2008.
[119] J. G. Herman, J. R. Graff, S. Myo¨ha¨nen, B. D. Nelkin, and S. B. Baylin.
Methylation-specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of
CpG islands. Proc Natl Acad Sci USA, 93(18):9821–6, 1996.
[120] B. Glick and J. Pasternak. Molekulare Biotechnologie. Spektrum Akade-
mischer Verlag, 1995.
228
Literaturverzeichnis
[121] F. Sanger, S. Nicklen, and A. R. Coulson. DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proc Natl Acad Sci USA, 74(12):5463–7, 1977.
[122] C. Li and W. H. Wong. Model-based analysis of oligonucleotide arrays:
expression index computation and outlier detection. Proc Natl Acad Sci
USA, 98(1):31–6, 2001.
[123] R. Simon, A. Lam, M. C. Li, M. Ngan, S. Menenzes, and Y. Zhao. Analysis
of gene expression data using BRB-arraytools. Cancer Inform, 3:11–7,
2007.
[124] A. Subramanian, P. Tamayo, V. K. Mootha, S. Mukherjee, B. L. Ebert,
M. A. Gillette, A. Paulovich, S. L. Pomeroy, T. R. Golub, E. S. Lander, and
J. P. Mesirov. Gene set enrichment analysis: a knowledge-based approach
for interpreting genome-wide expression profiles. Proc Natl Acad Sci USA,
102(43):15545–50, 2005.
[125] Innovatis. User manual CASY Model TTC.
[126] Invitrogen Corporation. User manual pcDNA3.1/His A, B, and C. Cata-
log no. V385-20, Version E, 1997-2001.
[127] C. Mu¨lhardt. Der Experimentator: Molekularbiologie/Genomics. Spek-
trum Akademischer Verlag, 4. Auflage, 2003.
[128] Invitrogen Corporation. User manual pEF6/V5-His A, B, and C. Catalog
no. V961-20, Version B, 1998-2002.
[129] Invitrogen life technologies. Instruction manual pT-Rex-DEST Gate-
wayTM vectors. Catalo nos. 12301-016, 12302-014, Version B, 2002.
[130] AppliChem. User manual Cell Proliferation Assay XTT. 2010.
[131] Promega. Technical Bulletin Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7 Assay.
2009.
[132] H.B. Mann and D.R. Whitney. On A Test of Whether One of 2 Random
Variables Is Stochastically Larger Than the Other. Annals of Mathema-
tical Statistics, 18:50-60, 1947.
[133] R.A. Fisher. On the interpretation of X2 from contingency tables, and the
calculation of P. Journal of the Royal Statistical Society, 85:87-94, 1922.
[134] H. Chernoff and E.L. Lehmann. The Use of Maximum Likelihood Esti-
mates in X2 Tests for Goodness of Fit. 25:579-586, 1954.
[135] E.L. Kaplan and P. Meier. Nonparametric Estimation from Incomplete
Observations. Journal of the American Statistical Association, 53:457-481,
1958.
229
Literaturverzeichnis
[136] D. Cox. Classic Regression Models and Life Tables. Current Con-
tents/Agriculture Biology & Environmental Sciences, 16, 1986.
[137] S.T. Kiesgen. DNA-Methylierung putativer Tumorsuppressorgene beim
duktalen Carcinoma in situ. Masterarbeit Aachen: RWTH Aachen Uni-
versity, 2011.
[138] R. M. Neve, K. Chin, J. Fridlyand, J. Yeh, F. L. Baehner, T. Fevr, L. Clark,
N. Bayani, J. P. Coppe, F. Tong, T. Speed, P. T. Spellman, S. DeVries,
A. Lapuk, N. J. Wang, W. L. Kuo, J. L. Stilwell, D. Pinkel, D. G. Al-
bertson, F. M. Waldman, F. McCormick, R. B. Dickson, M. D. Johnson,
M. Lippman, S. Ethier, A. Gazdar, and J. W. Gray. A collection of breast
cancer cell lines for the study of functionally distinct cancer subtypes.
Cancer Cell, 10(6):515–27, 2006.
[139] D. Hanahan and R. A. Weinberg. The hallmarks of cancer. Cell, 100(1):57–
70, 2000.
[140] I. Budihardjo, H. Oliver, M. Lutter, X. Luo, and X. Wang. Biochemical
pathways of caspase activation during apoptosis. Annu Rev Cell Dev Biol,
15:269–90, 1999.
[141] U. Fischer, R. U. Ja¨nicke, and K. Schulze-Osthoff. Many cuts to ruin: a
comprehensive update of caspase substrates. Cell Death Differ, 10(1):76–
100, 2003.
[142] B. Gyo¨rffy, A. Lanczky, A. C. Eklund, C. Denkert, J. Budczies, Q. Li, and
Z. Szallasi. An online survival analysis tool to rapidly assess the effect of
22,277 genes on breast cancer prognosis using microarray data of 1,809
patients. Breast Cancer Res Treat, 123(3):725–31, 2010.
[143] T. Fukui, M. Kondo, G. Ito, O. Maeda, N. Sato, H. Yoshioka, K. Yokoi,
Y. Ueda, K. Shimokata, and Y. Sekido. Transcriptional silencing of secre-
ted frizzled related protein 1 (SFRP 1) by promoter hypermethylation in
non-small-cell lung cancer. Oncogene, 24(41):6323–7, 2005.
[144] D. Lodygin, A. Epanchintsev, A. Menssen, J. Diebold, and H. Hermeking.
Functional epigenomics identifies genes frequently silenced in prostate can-
cer. Cancer Res, 65(10):4218–27, 2005.
[145] M. Nojima, H. Suzuki, M. Toyota, Y. Watanabe, R. Maruyama, S. Sasa-
ki, Y. Sasaki, H. Mita, N. Nishikawa, K. Yamaguchi, K. Hirata, F. Itoh,
T. Tokino, M. Mori, K. Imai, and Y. Shinomura. Frequent epigenetic in-
activation of SFRP genes and constitutive activation of Wnt signaling in
gastric cancer. Oncogene, 26(32):4699–713, 2007.
230
Literaturverzeichnis
[146] S. Urakami, H. Shiina, H. Enokida, T. Kawakami, K. Kawamoto, H. Hi-
rata, Y. Tanaka, N. Kikuno, M. Nakagawa, M. Igawa, and R. Dahiya.
Combination analysis of hypermethylated Wnt-antagonist family genes
as a novel epigenetic biomarker panel for bladder cancer detection. Clin
Cancer Res, 12(7 Pt 1):2109–16, 2006.
[147] H. Suzuki, D. N. Watkins, K. W. Jair, K. E. Schuebel, S. D. Markowitz,
W. D. Chen, T. P. Pretlow, B. Yang, Y. Akiyama, M. Van Engeland,
M. Toyota, T. Tokino, Y. Hinoda, K. Imai, J. G. Herman, and S. B.
Baylin. Epigenetic inactivation of SFRP genes allows constitutive WNT
signaling in colorectal cancer. Nat Genet, 36(4):417–22, 2004.
[148] K. P. Janssen, P. Alberici, H. Fsihi, C. Gaspar, C. Breukel, P. Franken,
C. Rosty, M. Abal, F. El Marjou, R. Smits, D. Louvard, R. Fodde, and
S. Robine. APC and oncogenic KRAS are synergistic in enhancing Wnt
signaling in intestinal tumor formation and progression. Gastroenterology,
131(4):1096–109, 2006.
[149] S. Y. Park, H. J. Kwon, H. E. Lee, H. S. Ryu, S. W. Kim, J. H. Kim,
I. A. Kim, N. Jung, N. Y. Cho, and G. H. Kang. Promoter CpG is-
land hypermethylation during breast cancer progression. Virchows Arch,
458(1):73–84, 2011.
[150] M. Esteller, P. G. Corn, S. B. Baylin, and J. G. Herman. A gene hyper-
methylation profile of human cancer. Cancer Res, 61(8):3225–9, 2001.
[151] J. F. Costello, M. C. Fru¨hwald, D. J. Smiraglia, L. J. Rush, G. P. Ro-
bertson, X. Gao, F. A. Wright, J. D. Feramisco, P. Peltoma¨ki, J. C. Lang,
D. E. SchulFler, L. Yu, C. D. Bloomfield, M. A. Caligiuri, A. Yates, R. Nis-
hikawa, H. Su Huang, N. J. Petrelli, X. Zhang, M. S. O’Dorisio, W. A.
Held, W. K. Cavenee, and C. Plass. Aberrant CpG-island methylation has
non-random and tumour-type-specific patterns. Nat Genet, 24(2):132–8,
2000.
[152] M. Widschwendter and P. A. Jones. DNA methylation and breast carci-
nogenesis. Oncogene, 21(35):5462–82, 2002.
[153] S. Saini, J. Liu, S. Yamamura, S. Majid, K. Kawakami, H. Hirata, and
R. Dahiya. Functional significance of secreted Frizzled-related protein 1
in metastatic renal cell carcinomas. Cancer Res, 69(17):6815–22, 2009.
[154] M. Tang, J. Torres-Lanzas, F. Lopez-Rios, M. Esteller, and M. Sanchez-
Cespedes. Wnt signaling promoter hypermethylation distinguishes lung
primary adenocarcinomas from colorectal metastasis to the lung. Int J
Cancer, 119(11):2603–6, 2006.
231
Literaturverzeichnis
[155] M. Lacroix and G. Leclercq. Relevance of breast cancer cell lines as models
for breast tumours: an update. Breast Cancer Res Treat, 83(3):249–89,
2004.
[156] E. Charafe-Jauffret, C. Ginestier, F. Monville, P. Finetti, J. Ade´la¨ıde,
N. Cervera, S. Fekairi, L. Xerri, J. Jacquemier, D. Birnbaum, and F. Ber-
tucci. Gene expression profiling of breast cell lines identifies potential new
basal markers. Oncogene, 25(15):2273–84, 2006.
[157] P. K. Lo, J. Mehrotra, A. D’Costa, M. J. Fackler, E. Garrett-Mayer, P. Ar-
gani, and S. Sukumar. Epigenetic suppression of secreted frizzled related
protein 1 (SFRP1) expression in human breast cancer. Cancer Biol Ther,
5(3):281–6, 2006.
[158] E. Y. Lasfargues and L. Ozzello. Cultivation of human breast carcinomas.
J Natl Cancer Inst, 21(6):1131–47, 1958.
[159] R. Cailleau, M. Olive´, and Q. V. Cruciger. Long-term human breast
carcinoma cell lines of metastatic origin: preliminary characterization. In
Vitro, 14(11):911–5, 1978.
[160] A. Bafico, G. Liu, L. Goldin, V. Harris, and S. A. Aaronson. An autocrine
mechanism for constitutive Wnt pathway activation in human cancer cells.
Cancer Cell, 6(5):497–506, 2004.
[161] K. Orford, C. Crockett, J. P. Jensen, A. M. Weissman, and S. W. Byers.
Serine phosphorylation-regulated ubiquitination and degradation of beta-
catenin. J Biol Chem, 272(40):24735–8, 1997.
[162] P. W. Schlosshauer, S. A. Brown, K. Eisinger, Q. Yan, E. R. Guglielmi-
netti, R. Parsons, L. H. Ellenson, and J. Kitajewski. APC truncation and
increased beta-catenin levels in a human breast cancer cell line. Carcino-
genesis, 21(7):1453–6, 2000.
[163] R. Nusse, A. van Ooyen, D. Cox, Y. K. Fung, and H. Varmus. Mode
of proviral activation of a putative mammary oncogene (int-1) on mouse
chromosome 15. Nature, 307(5947):131–6, 1984.
[164] J. Huang, Y. L. Zhang, X. M. Teng, Y. Lin, D. L. Zheng, P. Y. Yang, and
Z. G. Han. Down-regulation of SFRP1 as a putative tumor suppressor
gene can contribute to human hepatocellular carcinoma. BMC Cancer,
7:126, 2007.
[165] Y. L. Shih, C. B. Hsieh, H. C. Lai, M. D. Yan, T. Y. Hsieh, Y. C. Chao,
and Y. W. Lin. SFRP1 suppressed hepatoma cells growth through Wnt
canonical signaling pathway. Int J Cancer, 121(5):1028–35, 2007.
232
Literaturverzeichnis
[166] E. Lavergne, I. Hendaoui, C. Coulouarn, C. Ribault, J. Leseur, P. A. Eliat,
S. Mebarki, A. Corlu, B. Cle´ment, and O. Musso. Blocking Wnt signaling
by SFRP-like molecules inhibits in vivo cell proliferation and tumor growth
in cells carrying active β-catenin. Oncogene, 30(4):423–33, 2011.
[167] B. He, A. Y. Lee, S. Dadfarmay, L. You, Z. Xu, N. Reguart, J. Mazieres,
I. Mikami, F. McCormick, and D. M. Jablons. Secreted frizzled-related
protein 4 is silenced by hypermethylation and induces apoptosis in beta-
catenin-deficient human mesothelioma cells. Cancer Res, 65(3):743–8,
2005.
[168] G. Pawlak and D. M. Helfman. Cytoskeletal changes in cell transformation
and tumorigenesis. Curr Opin Genet Dev, 11(1):41–7, 2001.
[169] G. Christofori and H. Semb. The role of the cell-adhesion molecule E-
cadherin as a tumour-suppressor gene. Trends Biochem Sci, 24(2):73–6,
1999.
[170] U. Cavallaro and G. Christofori. Cell adhesion in tumor invasion and meta-
stasis: loss of the glue is not enough. Biochim Biophys Acta, 1552(1):39–45,
2001.
[171] H. K. Kleinman and G. R. Martin. Matrigel: basement membrane matrix
with biological activity. Semin Cancer Biol, 15(5):378–86, 2005.
[172] R. Timpl and M. Dziadek. Structure, development, and molecular patho-
logy of basement membranes. Int Rev Exp Pathol, 29:1–112, 1986.
[173] F. De Toni, C. Racaud-Sultan, G. Chicanne, V. M. Mas, C. Cariven,
F. Mesange, J. P. Salles, C. Demur, M. Allouche, B. Payrastre, S. Ma-
nenti, and L. Ysebaert. A crosstalk between the Wnt and the adhesion-
dependent signaling pathways governs the chemosensitivity of acute mye-
loid leukemia. Oncogene, 25(22):3113–22, 2006.
[174] J. L. Lee, C. T. Lin, L. L. Chueh, and C. J. Chang. Autocrine/paracrine
secreted Frizzled-related protein 2 induces cellular resistance to apop-
tosis: a possible mechanism of mammary tumorigenesis. J Biol Chem,
279(15):14602–9, 2004.
[175] M. Bienz. beta-Catenin: a pivot between cell adhesion and Wnt signalling.
Curr Biol, 15(2):R64–7, 2005.
[176] L. Hinck, I. S. Na¨thke, J. Papkoff, and W. J. Nelson. Beta-catenin: a com-
mon target for the regulation of cell adhesion by Wnt-1 and Src signaling
pathways. Trends Biochem Sci, 19(12):538–42, 1994.
233
Literaturverzeichnis
[177] J. Heuberger and W. Birchmeier. Interplay of cadherin-mediated cell ad-
hesion and canonical Wnt signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol,
2(2):a002915, 2010.
[178] S. G. Hakim, H. Kosmehl, P. Sieg, T. Trenkle, H. C. Jacobsen, G. At-
tila Benedek, J. Ribbat, and O. Driemel. Altered expression of cell-cell
adhesion molecules β-catenin/E-cadherin and related Wnt-signaling pa-
thway in sporadic and syndromal keratocystic odontogenic tumors. Clin
Oral Investig, 15(3):321–8, 2011.
[179] M. O. Hengartner. The biochemistry of apoptosis. Nature, 407(6805):770–
6, 2000.
[180] G. I. Evan and K. H. Vousden. Proliferation, cell cycle and apoptosis in
cancer. Nature, 411(6835):342–8, 2001.
[181] S. Elmore. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol,
35(4):495–516, 2007.
[182] W. C. Earnshaw, L. M. Martins, and S. H. Kaufmann. Mammalian cas-
pases: structure, activation, substrates, and functions during apoptosis.
Annu Rev Biochem, 68:383–424, 1999.
[183] A. H. Wyllie. Glucocorticoid-induced thymocyte apoptosis is associated
with endogenous endonuclease activation. Nature, 284(5756):555–6, 1980.
[184] R. Bertrand, E. Solary, P. O’Connor, K. W. Kohn, and Y. Pommier. In-
duction of a common pathway of apoptosis by staurosporine. Exp Cell
Res, 211(2):314–21, 1994.
[185] S. Chen, D. C. Guttridge, Z. You, Z. Zhang, A. Fribley, M. W. Mayo,
J. Kitajewski, and C. Y. Wang. Wnt-1 signaling inhibits apoptosis by
activating beta-catenin/T cell factor-mediated transcription. J Cell Biol,
152(1):87–96, 2001.
[186] K. J. Gauger and S. S. Schneider. Tumor Supressor Secreted Frizzled
Related Protein 1 Regulates P53-Mediated Apoptosis. Cell Biol Int, 2013.
[187] M. D. Lacher, A. Siegenthaler, R. Ja¨ger, X. Yan, S. Hett, L. Xuan, S. Sau-
rer, R. R. Lareu, A. M. Dharmarajan, and R. Friis. Role of DDC-4/sFRP-
4, a secreted frizzled-related protein, at the onset of apoptosis in mammary
involution. Cell Death Differ, 10(5):528–38, 2003.
[188] S. E. Jones, C. Jomary, J. Grist, H. J. Stewart, and M. J. Neal. Mo-
dulated expression of secreted frizzled-related proteins in human retinal
degeneration. Neuroreport, 11(18):3963–7, 2000.
234
Literaturverzeichnis
[189] D. Hanahan and R. A. Weinberg. Hallmarks of cancer: the next generation.
Cell, 144(5):646–74, 2011.
[190] P. Friedl and D. Gilmour. Collective cell migration in morphogenesis,
regeneration and cancer. Nat Rev Mol Cell Biol, 10(7):445–57, 2009.
[191] P. Friedl and K. Wolf. Tumour-cell invasion and migration: diversity and
escape mechanisms. Nat Rev Cancer, 3(5):362–74, 2003.
[192] M. Kurayoshi, N. Oue, H. Yamamoto, M. Kishida, A. Inoue, T. Asahara,
W. Yasui, and A. Kikuchi. Expression of Wnt-5a is correlated with ag-
gressiveness of gastric cancer by stimulating cell migration and invasion.
Cancer Res, 66(21):10439–48, 2006.
[193] J. De Calisto, C. Araya, L. Marchant, C. F. Riaz, and R. Mayor. Essential
role of non-canonical Wnt signalling in neural crest migration. Develop-
ment, 132(11):2587–97, 2005.
[194] Y. Matsuda, T. Schlange, E. J. Oakeley, A. Boulay, and N. E. Hynes. WNT
signaling enhances breast cancer cell motility and blockade of the WNT
pathway by sFRP1 suppresses MDA-MB-231 xenograft growth. Breast
Cancer Res, 11(3):R32, 2009.
[195] C. Jones and P. Chen. Planar cell polarity signaling in vertebrates.
Bioessays, 29(2):120–32, 2007.
[196] C. S. Chim, R. Pang, T. K. Fung, C. L. Choi, and R. Liang. Epigenetic
dysregulation of Wnt signaling pathway in multiple myeloma. Leukemia,
21(12):2527–36, 2007.
[197] W. H. Wang, L. G. McNatt, I. H. Pang, J. C. Millar, P. E. Hellberg,
M. H. Hellberg, H. T. Steely, J. S. Rubin, J. H. Fingert, V. C. Sheffield,
E. M. Stone, and A. F. Clark. Increased expression of the WNT ant-
agonist sFRP-1 in glaucoma elevates intraocular pressure. J Clin Invest,
118(3):1056–64, 2008.
[198] S. J. Cooper, C. A. von Roemeling, K. H. Kang, L. A. Marlow, S. K.
Grebe, M. E. Menefee, H. W. Tun, G. Colon-Otero, E. A. Perez, and
J. A. Copland. Reexpression of tumor suppressor, sFRP1, leads to an-
titumor synergy of combined HDAC and methyltransferase inhibitors in
chemoresistant cancers. Mol Cancer Ther, 11(10):2105–15, 2012.
[199] P. V. Bodine, B. Stauffer, H. Ponce-de Leon, R. A. Bhat, A. Mangi-
ne, L. M. Seestaller-Wehr, R. A. Moran, J. Billiard, S. Fukayama, B. S.
Komm, K. Pitts, G. Krishnamurthy, A. Gopalsamy, M. Shi, J. C. Kern,
T. J. Commons, R. P. Woodworth, M. A. Wilson, G. S. Welmaker, E. J.
235
Literaturverzeichnis
Trybulski, and W. J. Moore. A small molecule inhibitor of the Wnt antago-
nist secreted frizzled-related protein-1 stimulates bone formation. Bone,
44(6):1063–8, 2009.
[200] W. J. Moore, J. C. Kern, R. Bhat, T. J. Commons, S. Fukayama, I. Goljer,
G. Krishnamurthy, R. L. Magolda, L. Nogle, K. Pitts, B. Stauffer, E. J.
Trybulski, G. S. Welmaker, M. Wilson, and P. V. Bodine. Modulation
of Wnt signaling through inhibition of secreted frizzled-related protein I
(sFRP-1) with N-substituted piperidinyl diphenylsulfonyl sulfonamides. J
Med Chem, 52(1):105–16, 2009.
[201] W. J. Moore, J. C. Kern, R. Bhat, P. V. Bodine, S. Fukyama, G. Krishna-
murthy, R. L. Magolda, K. Pitts, B. Stauffer, and E. J. Trybulski. Mo-
dulation of Wnt signaling through inhibition of secreted frizzled-related
protein I (sFRP-1) with N-substituted piperidinyl diphenylsulfonyl sul-
fonamides: part II. Bioorg Med Chem, 18(1):190–201, 2010.
[202] C. D. Stiles, W. Desmond, L. M. Chuman, G. Sato, and M. H. Saier.
Relationship of cell growth behavior in vitro to tumorigenicity in athymic
nude mice. Cancer Res, 36(9 pt.1):3300–5, 1976.
[203] J. E. Price and R. D. Zhang. Studies of human breast cancer metastasis
using nude mice. Cancer Metastasis Rev, 8(4):285–97, 1990.
[204] J. Hu, A. Dong, V. Fernandez-Ruiz, J. Shan, M. Kawa, E. Mart´ınez-Anso´,
J. Prieto, and C. Qian. Blockade of Wnt signaling inhibits angiogenesis
and tumor growth in hepatocellular carcinoma. Cancer Res, 69(17):6951–
9, 2009.
[205] M. A. Harris, J. Clark, A. Ireland, J. Lomax, M. Ashburner, R. Foul-
ger, K. Eilbeck, S. Lewis, B. Marshall, C. Mungall, J. Richter, G. M.
Rubin, J. A. Blake, C. Bult, M. Dolan, H. Drabkin, J. T. Eppig, D. P.
Hill, L. Ni, M. Ringwald, R. Balakrishnan, J. M. Cherry, K. R. Christie,
M. C. Costanzo, S. S. Dwight, S. Engel, D. G. Fisk, J. E. Hirschman,
E. L. Hong, R. S. Nash, A. Sethuraman, C. L. Theesfeld, D. Botstein,
K. Dolinski, B. Feierbach, T. Berardini, S. Mundodi, S. Y. Rhee, R. Ap-
weiler, D. Barrell, E. Camon, E. Dimmer, V. Lee, R. Chisholm, P. Gaudet,
W. Kibbe, R. Kishore, E. M. Schwarz, P. Sternberg, M. Gwinn, L. Han-
nick, J. Wortman, M. Berriman, V. Wood, N. de la Cruz, P. Tonellato,
P. Jaiswal, T. Seigfried, R. White, and Gene Ontology Consortium. The
Gene Ontology (GO) database and informatics resource. Nucleic Acids
Res, 32(Database issue):D258–61, 2004.
[206] R. Timpl, H. Rohde, P. G. Robey, S. I. Rennard, J. M. Foidart, and G. R.
Martin. Laminin–a glycoprotein from basement membranes. J Biol Chem,
254(19):9933–7, 1979.
236
Literaturverzeichnis
[207] U. Drescher. A no-Wnt situation: SFRPs as axon guidance molecules. Nat
Neurosci, 8(10):1281–2, 2005.
[208] L. Ritie´, C. Spenle´, J. Lacroute, A. L. Bolcato-Bellemin, O. Lefebvre,
C. Bole-Feysot, B. Jost, A. Klein, C. Arnold, M. Kedinger, D. Bagnard,
G. Orend, and P. Simon-Assmann. Abnormal Wnt and PI3Kinase si-
gnaling in the malformed intestine of lama5 deficient mice. PLoS One,
7(5):e37710, 2012.
[209] P. Dufourcq, T. Couffinhal, J. Ezan, L. Barandon, C. Moreau, D. Daret,
and C. Dupla`a. FrzA, a secreted frizzled related protein, induced angio-
genic response. Circulation, 106(24):3097–103, 2002.
[210] J. Ezan, L. Leroux, L. Barandon, P. Dufourcq, B. Jaspard, C. Moreau,
C. Allie`res, D. Daret, T. Couffinhal, and C. Dupla`a. FrzA/sFRP-1, a
secreted antagonist of the Wnt-Frizzled pathway, controls vascular cell
proliferation in vitro and in vivo. Cardiovasc Res, 63(4):731–8, 2004.
[211] G. X. Jiang, W. Liu, Y. F. Cui, X. Y. Zhong, S. Tai, Z. D. Wang, Y. G.
Shi, C. L. Li, and S. Y. Zhao. Reconstitution of secreted frizzled-related
protein 1 suppresses tumor growth and lung metastasis in an orthotopic
model of hepatocellular carcinoma. Dig Dis Sci, 55(10):2838–43, 2010.
[212] D. Chen, M. Zhao, and G. R. Mundy. Bone morphogenetic proteins.
Growth Factors, 22(4):233–41, 2004.
[213] J. Massague´ and D. Wotton. Transcriptional control by the TGF-
beta/Smad signaling system. EMBO J, 19(8):1745–54, 2000.
[214] J. Huelsken and J. Behrens. The Wnt signalling pathway. J Cell Sci,
115(Pt 21):3977–8, 2002.
[215] T. Theil, S. Aydin, S. Koch, L. Grotewold, and U. Ru¨ther. Wnt and Bmp
signalling cooperatively regulate graded Emx2 expression in the dorsal
telencephalon. Development, 129(13):3045–54, 2002.
[216] K. J. Gauger, K. L. Chenausky, M. E. Murray, and S. S. Schneider. SFRP1
reduction results in an increased sensitivity to TGF-β signaling. BMC
Cancer, 11:59, 2011.
[217] E. Labbe´, L. Lock, A. Letamendia, A. E. Gorska, R. Gryfe, S. Gallin-
ger, H. L. Moses, and L. Attisano. Transcriptional cooperation between
the transforming growth factor-beta and Wnt pathways in mammary and
intestinal tumorigenesis. Cancer Res, 67(1):75–84, 2007.
[218] S. M. Hussein, E. K. Duff, and C. Sirard. Smad4 and beta-catenin co-
activators functionally interact with lymphoid-enhancing factor to regu-
late graded expression of Msx2. J Biol Chem, 278(49):48805–14, 2003.
237
Literaturverzeichnis
[219] Y. H. Bian, S. H. Huang, L. Yang, X. L. Ma, J. W. Xie, and H. W. Zhang.
Sonic hedgehog-Gli1 pathway in colorectal adenocarcinomas. World J
Gastroenterol, 13(11):1659–65, 2007.
[220] P. W. Ingham and A. P. McMahon. Hedgehog signaling in animal deve-
lopment: paradigms and principles. Genes Dev, 15(23):3059–87, 2001.
[221] J. Taipale and P. A. Beachy. The Hedgehog and Wnt signalling pathways
in cancer. Nature, 411(6835):349–54, 2001.
[222] D. Kalderon. Similarities between the Hedgehog and Wnt signaling pa-
thways. Trends Cell Biol, 12(11):523–31, 2002.
[223] R. Alvarez-Medina, G. Le Dreau, M. Ros, and E. Mart´ı. Hedgehog acti-
vation is required upstream of Wnt signalling to control neural progenitor
proliferation. Development, 136(19):3301–9, 2009.
[224] A. Patapoutian and L. F. Reichardt. Roles of Wnt proteins in neural
development and maintenance. Curr Opin Neurobiol, 10(3):392–9, 2000.
[225] N. S. Hamblet, N. Lijam, P. Ruiz-Lozano, J. Wang, Y. Yang, Z. Luo,
L. Mei, K. R. Chien, D. J. Sussman, and A. Wynshaw-Boris. Dishevelled
2 is essential for cardiac outflow tract development, somite segmentation
and neural tube closure. Development, 129(24):5827–38, 2002.
[226] K. Misra and M. P. Matise. A critical role for sFRP proteins in maintaining
caudal neural tube closure in mice via inhibition of BMP signaling. Dev
Biol, 337(1):74–83, 2010.
[227] D. Sakamuro, K. J. Elliott, R. Wechsler-Reya, and G. C. Prendergast.
BIN1 is a novel MYC-interacting protein with features of a tumour sup-
pressor. Nat Genet, 14(1):69–77, 1996.
[228] K. Ge, J. Duhadaway, D. Sakamuro, R. Wechsler-Reya, C. Reynolds, and
G. C. Prendergast. Losses of the tumor suppressor BIN1 in breast carci-
noma are frequent and reflect deficits in programmed cell death capacity.
Int J Cancer, 85(3):376–83, 2000.
[229] E. B. Kuznetsova, T. V. Kekeeva, S. S. Larin, V. V. Zemlyakova, A. V.
Khomyakova, O. V. Babenko, M. V. Nemtsova, D. V. Zaletayev, and V. V.
Strelnikov. Methylation of the BIN1 gene promoter CpG island associated
with breast and prostate cancer. J Carcinog, 6:9, 2007.
[230] A. Ghaneie, V. Zemba-Palko, H. Itoh, K. Itoh, D. Sakamuro, S. Nakamura,
A. P. Soler, and G. C. Prendergast. Bin1 attenuation in breast cancer is
correlated to nodal metastasis and reduced survival. Cancer Biol Ther,
6(2):192–4, 2007.
238
Literaturverzeichnis
[231] S. Pyndiah, S. Tanida, K. M. Ahmed, E. K. Cassimere, C. Choe, and
D. Sakamuro. c-myc suppresses bin1 to release poly(adp-ribose) polyme-
rase 1: a mechanism by which cancer cells acquire cisplatin resistance. Sci
Signal, 4(166):ra19, 2011.
[232] B. S. Finlin, C. L. Gau, G. A. Murphy, H. Shao, T. Kimel, R. S. Seitz, Y. F.
Chiu, D. Botstein, P. O. Brown, C. J. Der, F. Tamanoi, D. A. Andres,
and C. M. Perou. RERG is a novel ras-related, estrogen-regulated and
growth-inhibitory gene in breast cancer. J Biol Chem, 276(45):42259–67,
2001.
[233] M. D. Key, D. A. Andres, C. J. Der, and G. A. Repasky. Characterization
of RERG: an estrogen-regulated tumor suppressor gene. Methods Enzymol,
407:513–27, 2006.
[234] A. B. Hanker, S. Morita, G. A. Repasky, D. T. Ross, R. S. Seitz, and C. J.
Der. Tools to study the function of the Ras-related, estrogen-regulated
growth inhibitor in breast cancer. Methods Enzymol, 439:53–72, 2008.
[235] B. Jandrig, S. Seitz, B. Hinzmann, W. Arnold, B. Micheel, K. Koelble,
R. Siebert, A. Schwartz, K. Ruecker, P. M. Schlag, S. Scherneck, and
A. Rosenthal. ST18 is a breast cancer tumor suppressor gene at human
chromosome 8q11.2. Oncogene, 23(57):9295–302, 2004.
[236] L. M. Coussens, B. Fingleton, and L. M. Matrisian. Matrix metalloprotein-
ase inhibitors and cancer: trials and tribulations. Science, 295(5564):2387–
92, 2002.
[237] P. Behrens, M. Rothe, A. Wellmann, J. Krischler, and N. Wernert. The
Ets-1 transcription factor is up-regulated together with MMP 1 and MMP
9 in the stroma of pre-invasive breast cancer. J Pathol, 194(1):43–50, 2001.
[238] I. Poola, R. L. DeWitty, J. J. Marshalleck, R. Bhatnagar, J. Abraham,
and L. D. Leffall. Identification of MMP-1 as a putative breast cancer
predictive marker by global gene expression analysis. Nat Med, 11(5):481–
3, 2005.
[239] P. Bostro¨m, M. So¨derstro¨m, T. Vahlberg, K. O. So¨derstro¨m, P. J. Roberts,
O. Carpe´n, and P. Hirsima¨ki. MMP-1 expression has an independent
prognostic value in breast cancer. BMC Cancer, 11:348, 2011.
[240] T. N. Masckaucha´n, D. Agalliu, M. Vorontchikhina, A. Ahn, N. L. Par-
malee, C. M. Li, A. Khoo, B. Tycko, A. M. Brown, and J. Kitajewski.
Wnt5a signaling induces proliferation and survival of endothelial cells in
vitro and expression of MMP-1 and Tie-2. Mol Biol Cell, 17(12):5163–72,
2006.
239
Literaturverzeichnis
[241] M. Takahashi, T. Tsunoda, M. Seiki, Y. Nakamura, and Y. Furukawa.
Identification of membrane-type matrix metalloproteinase-1 as a target of
the beta-catenin/Tcf4 complex in human colorectal cancers. Oncogene,
21(38):5861–7, 2002.
[242] R. Shimazu, S. Akashi, H. Ogata, Y. Nagai, K. Fukudome, K. Miyake,
and M. Kimoto. MD-2, a molecule that confers lipopolysaccharide re-
sponsiveness on Toll-like receptor 4. J Exp Med, 189(11):1777–82, 1999.
[243] M. N. Kennedy, G. E. Mullen, C. A. Leifer, C. Lee, A. Mazzoni, K. N.
Dileepan, and D. M. Segal. A complex of soluble MD-2 and lipopoly-
saccharide serves as an activating ligand for Toll-like receptor 4. J Biol
Chem, 279(33):34698–704, 2004.
[244] T. G. Wolfs, I. Dunn-Siegrist, C. van’t Veer, C. M. Hodin, W. T. Germe-
raad, M. A. van Zoelen, R. J. van Suylen, C. J. Peutz-Kootstra, G. Elson,
J. Pugin, and W. A. Buurman. Increased release of sMD-2 during hu-
man endotoxemia and sepsis: a role for endothelial cells. Mol Immunol,
45(11):3268–77, 2008.
[245] V. Grondin, P. Seksik, S. Dumont, G. Thomas, G. Trugnan, J. F. Fle´jou,
J. Masliah, D. Wendum, and M. Bachelet. Regulation of colon cancer cell
proliferation and migration by MD-2 activity. Innate Immun, 17(4):414–
22, 2011.
[246] R. Y. Hsu, C. H. Chan, J. D. Spicer, M. C. Rousseau, B. Giannias, S. Rous-
seau, and L. E. Ferri. LPS-induced TLR4 signaling in human colorectal
cancer cells increases beta1 integrin-mediated cell adhesion and liver me-
tastasis. Cancer Res, 71(5):1989–98, 2011.
[247] S. Han, Q. Lan, A. K. Park, K. M. Lee, S. K. Park, H. S. Ahn, H. Y. Shin,
H. J. Kang, H. H. Koo, J. J. Seo, J. E. Choi, Y. O. Ahn, S. J. Chanock,
H. Kim, N. Rothman, and D. Kang. Polymorphisms in innate immunity
genes and risk of childhood leukemia. Hum Immunol, 71(7):727–30, 2010.
[248] P. Rajaraman, A. V. Brenner, M. A. Butler, S. S. Wang, R. M. Pfeiffer,
A. M. Ruder, M. S. Linet, M. Yeager, Z. Wang, N. Orr, H. A. Fine,
D. Kwon, G. Thomas, N. Rothman, P. D. Inskip, and S. J. Chanock.
Common variation in genes related to innate immunity and risk of adult
glioma. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 18(5):1651–8, 2009.
[249] H. P. Lin, S. S. Jiang, and C. P. Chuu. Caffeic acid phenethyl ester causes
p21 induction, Akt signaling reduction, and growth inhibition in PC-3
human prostate cancer cells. PLoS One, 7(2):e31286, 2012.
[250] S. Rakoff-Nahoum and R. Medzhitov. Toll-like receptors and cancer. Nat
Rev Cancer, 9(1):57–63, 2009.
240
Literaturverzeichnis
[251] P. Gray, K. S. Michelsen, C. M. Sirois, E. Lowe, K. Shimada, T. R. Crother,
S. Chen, C. Brikos, Y. Bulut, E. Latz, D. Underhill, and M. Arditi. Iden-
tification of a novel human MD-2 splice variant that negatively regulates
Lipopolysaccharide-induced TLR4 signaling. J Immunol, 184(11):6359–
66, 2010.
[252] M. Bibel and Y. A. Barde. Neurotrophins: key regulators of cell fate and
cell shape in the vertebrate nervous system. Genes Dev, 14(23):2919–37,
2000.
[253] D. K. Binder and H. E. Scharfman. Brain-derived neurotrophic factor.
Growth Factors, 22(3):123–31, 2004.
[254] T. Aid-Pavlidis, P. Pavlidis, and T. Timmusk. Meta-coexpression conser-
vation analysis of microarray data: a ”subset”approach provides insight
into brain-derived neurotrophic factor regulation. BMC Genomics, 10:420,
2009.
[255] Y. Hu and S. J. Russek. BDNF and the diseased nervous system: a delicate
balance between adaptive and pathological processes of gene regulation.
J Neurochem, 105(1):1–17, 2008.
[256] Z. Li, F. Tan, and C. J. Thiele. Inactivation of glycogen synthase kinase-
3beta contributes to brain-derived neutrophic factor/TrkB-induced resi-
stance to chemotherapy in neuroblastoma cells. Mol Cancer Ther, 6(12
Pt 1):3113–21, 2007.
[257] Y. Hu, Y. D. Wang, T. Guo, W. N. Wei, C. Y. Sun, L. Zhang, and
J. Huang. Identification of brain-derived neurotrophic factor as a no-
vel angiogenic protein in multiple myeloma. Cancer Genet Cytogenet,
178(1):1–10, 2007.
[258] Z. F. Yang, D. W. Ho, C. T. Lam, J. M. Luk, C. T. Lum, W. C. Yu, R. T.
Poon, and S. T. Fan. Identification of brain-derived neurotrophic factor
as a novel functional protein in hepatocellular carcinoma. Cancer Res,
65(1):219–25, 2005.
[259] A. Ricci, P. Graziano, S. Mariotta, G. Cardillo, B. Sposato, C. Terzano,
and E. Bronzetti. Neurotrophin system expression in human pulmonary
carcinoid tumors. Growth Factors, 23(4):303–12, 2005.
[260] A. Ghaffariyeh, N. Honarpisheh, M. H. Heidari, S. Puyan, and F. Abasov.
Brain-derived neurotrophic factor as a biomarker in primary open-angle
glaucoma. Optom Vis Sci, 88(1):80–5, 2011.
241
Literaturverzeichnis
[261] E. Vanhecke, E. Adriaenssens, S. Verbeke, S. Meignan, E. Germain,
N. Berteaux, V. Nurcombe, X. Le Bourhis, and H. Hondermarck. Brain-
derived neurotrophic factor and neurotrophin-4/5 are expressed in breast
cancer and can be targeted to inhibit tumor cell survival. Clin Cancer
Res, 17(7):1741–52, 2011.
[262] N. Patani, W. G. Jiang, and K. Mokbel. Brain-derived neurotrophic factor
expression predicts adverse pathological & clinical outcomes in human
breast cancer. Cancer Cell Int, 11(1):23, 2011.
[263] M. J. Blasco-Gutie´rrez, I. J. Jose´-Crespo, E. Zozaya-Alvarez, R. Ramos-
Sa´nchez, and N. Garc´ıa-Atare´s. TrkC: a new predictive marker in breast
cancer? Cancer Invest, 25(6):405–10, 2007.
[264] H. Yi, J. Hu, J. Qian, and A. S. Hackam. Expression of brain-derived neu-
rotrophic factor is regulated by the Wnt signaling pathway. Neuroreport,
23(3):189–94, 2012.
[265] B. Y. Chen, X. Wang, Z. Y. Wang, Y. Z. Wang, L. W. Chen, and Z. J.
Luo. Brain-derived neurotrophic factor stimulates proliferation and diffe-
rentiation of neural stem cells, possibly by triggering the Wnt/β-catenin
signaling pathway. J Neurosci Res, 91(1):30–41, 2013.
[266] X. Yang, T. A. Martin, and W. G. Jiang. Biological influence of brain-
derived neurotrophic factor on breast cancer cells. Int J Oncol, 41(4):1541–
6, 2012.
242
